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ÖZET 
SİGARA İÇEN KİŞİLERDE GENOTOKSİK HASARIN COMET 
YÖNTEMİYLE BELİRLENMESİ 
 
Karahan, Elif GülĢah 
Yüksek Lisans Tezi, Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı 
Tez Yöneticisi: Doç. Dr. AyĢe Gaye TOMATIR 
 
Mayıs 2014, 60 Sayfa 
Comet yöntemi, DNA hasarını ölçebilen, duyarlı, basit, hızlı ve yaygın bir 
tekniktir. Dünyada her yıl 4 milyon, günde ise 11 bin kişinin sigaraya bağlı 
hastalıklardan hayatını kaybettiği bilinmektedir. Son yıllarda, sigaraya bağlı 
birçok sorunun klinik seyri ile genotoksisite arasındaki kuvvetli ilişkiye 
değinilmektedir. Bu çalışmada genotoksik riskin tespitine yönelik; sigara içen ve 
sigara içmeyen gönüllülerin DNA hasarı bakımından karşılaştırılması amaçlandı. 
Toplam 50 gönüllüden; sigara içen 30 gönüllü araştırma grubunu, sigara 
içmeyen 20 gönüllü ise kontrol grubunu oluşturdu. Gönüllülerden alınan periferal 
kan örneklerinde lenfositler comet yöntemiyle incelendi. DNA hasarı, görüntüleme 
analiz yöntemiyle kantitatif olarak değerlendirildi. 
Sigara içen ve içmeyen her iki grubun periferal kan örneklerindeki lenfosit 
DNA hasarı comet yöntemi ile karşılaştırıldığında, sigara içenlerde; 12,75 ± 7,14 
oranında, içmeyenlerde ise; 10,41 ± 3,41 oranında DNA hasar yüzdesi tespit edildi 
(p>0.05). Her iki grup yaş ve cinsiyet bakımından birbirlerine benzer bulundu 
(p>0.05).Sigara içen erkeklerde kadınlara göre daha fazla DNA hasarı 
saptandı.Yaş ile DNA hasarı arasında bir ilişki saptanmadı. 
Sonuç olarak; sigara içen ve içmeyen gönüllülerde DNA hasarı bakımından 
anlamlı bir fark bulunmadı. 
 
 
Anahtar Kelimeler: Comet assay, DNA Hasarı, Genotoksik risk, Sigara içimi 
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ABSTRACT 
DETERMINATION OF GENOTOXIC DAMAGE BY COMET ASSAY  
IN SMOKERS 
 
Karahan, Elif GülĢah 
MSc Thesis, Medical Biology Department 
Supervisor: Assoc. Prof. AyĢe Gaye TOMATIR 
 
May 2014, 60 Pages 
Comet assay is a sensitive, simple, quick and common technique which can 
detect DNA damage. It's worldwide known that every year 4 million, everyday 11 
thousand people die from the diseases related to smoking. Recently, it's mentioned 
that clinical course of most diseases related with smoking have strong relationship 
with genotoxicity .In this study we aimed to compare DNA damage of smokers and 
non-smoker to determine genotoxic risk.  
Our study group consists of totally 50 volunteers; 30 of them are smokers and 
20 of them are non-smoker control group. Lymphocytes which were isolated from 
peripheral blood samples taken from volunteers are determined by Comet assay. 
DNA damage was evaluated quantitatively with image analysis method. 
When comparing the lymphocytes of smokers and non-smokers with Comet 
assay, we determined the DNA damage percentage as 12,75 ± 7,14 in smokers, 
10,41 ± 3,41 in non-smokers (p>0.05). There was no statistical difference in 
smokers' and non-smokers' ages and gender (p>0.05). We determined higher DNA 
damage in male smokers than female ones. There was no correlation between age 
and DNA damage. 
As a result there was no significant difference between smokers and non-
smokers in terms of DNA damage. 
Keywords: Comet assay, DNA damage, Genotoxic risk, Smoking  
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1. GİRİŞ  
Dünyada her yıl 4 milyon insanın sigaradan hayatını kaybettiği ve gerekli 
önlemlerin alınmadığı takdirde bu sayının 20 yıl içinde 10 milyona ulaĢacağı tahmin 
edilmektedir. Ayrıca, dünyada günde 11 bin kiĢinin sigaranın neden olduğu 
hastalıklardan öldüğü bilinmektedir (Ezzati 2003). Türkiye’de sigara içenlerin oranının 
hala endiĢe verici boyutlarda olduğu görülmektedir (Satman vd 2002). Dünya Sağlık 
Örgütü’nün (WHO) yayımladığı “Küresel Sigara Salgını-2008” adlı raporunda ise, 
Türkiye’nin dünyada sigaranın en fazla içildiği 10 ülke arasına girdiği bildirilmektedir. 
     Sigara ve diğer tütün mamullerinin kanser, kardiyovasküler sistem ve solunum 
sistemi hastalıkları baĢta olmak üzere çok çeĢitli sağlık sorunlarına yol açtığı veya bu 
sorunların ortaya çıkmasını kolaylaĢtırdığı, kiĢilerin bu maruziyeti sürdürmeleri halinde 
ise ortaya çıkan sağlık sorunlarını ağırlaĢtırmada rol oynadığı kanıtlanmıĢtır (Karlıkaya 
2004, Kayaalp vd 2005, Vineis vd 2007, Giovino 2007, Barcala vd 2007). Sigara içme 
alıĢkanlığı, birçok ülkede ölüme sebebiyet veren hastalıklara yol açan en yaygın 
toksikolojik problem olarak kabul edilmektedir. Örneğin akciğer kanserinin sigara 
içenlerde içmeyenlere oranla daha fazla görülebildiği bilinmektedir (Phillips 2002, 
Ezzati2003, Karlıkaya 2004, Vineis vd 2007). Sigara içmenin sadece akciğer kanserine 
değil, aynı zamanda oral ve nazal boĢluk, özofagus, gırtlak, yutak, pankreas, karaciğer, 
böbrek, mide, üriner sistem ve serviks kanserinde de rolü olduğu bildirilmiĢtir (Philips 
2004). Sigaranın sayılan birçok zararına ilave olarak, son yıllarda genotoksisiteye yol 
açması önemli tartıĢma konularından birisi olarak kabul edilmektedir. Özellikle sigaraya 
bağlı birçok sorunun oluĢumu ve klinik seyri ile genotoksisite arasındaki kuvvetli 
iliĢkiye değinilmektedir (AkbaĢ vd 2001, Karlıkaya 2004, Kayaalp vd 2005). 
Çevremizdeki çeĢitli kimyasal maddeler, canlılardaki hücre DNA’sının yapısınıbozarak 
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mutasyona bağlı karsinojen etkilere neden olmaktadır. Kimyasal ajanların ya da 
radyasyonun gamet veya somatik hücrelerdeki DNA üzerinde oluĢturduğu kalıcı 
değiĢimlere mutasyonadı verilir. Genotoksisitenin yol açtığı makromutasyonlar (sayısal 
ve yapısal olarak) ve mikromutasyonlar (çerçeve kayması ve baz çifti değiĢimi) 
vardır(Brusick 1987, Debeleç-Bütüner ve Kantarcı 2006). Özellikle somatik 
hücrelerdeki mutasyonların kanser oluĢumuna zemin hazırlayıcı rollerinin bulunması, 
genotoksisitenin klinik önemini artırmaktadır. Mutajenez mekanizmasının 
aydınlatılması ve mutajenlerin saptanması için çeĢitli test sistemlerinin geliĢtirilmesi ve 
mutajenezin insanlar için oluĢturduğu kalıtsal hastalık ve kanser riskinin azaltılması için 
yapılan çalıĢmalar toksikolojinin en önemli çalıĢma alanlarından birini oluĢturmaktadır 
(Hedner vd 1983, Salonen 1993,Michalska vd 1999,Stephan 1999, Pluth 2000,Preston 
2001, Sasikala vd 2003, Albers vd 2004, Vineis ve Husgafvel-Pursiainen2005, Rossner 
2005, de la Chica 2005). Mutajenlerin ve karsinojenlerin saptanmasında geliĢtirilen 
KardeĢ Kromatid DeğiĢimi(KKD,Sister Cromatid Exchange, SCE), Kromozom 
aberasyonları, AmesTesti, Mikronukleus, CometYöntemi gibi testler kullanılmaktadır. 
Ġnsan kromozomlarını daha yakından tanıyabilme ve birbirinden kolayca ayırabilme 
çabaları sürdürülürken araĢtırmacılar tarafından cometyöntemiyle, 
Deoksiribonukleikasit (DNA) hasarının bir göstergesi sayılan kuyruktaki % DNA 
ölçümü, DNA hasarını ve riskini doğru tarama olanağına kavuĢmuĢtur (Brusick 1987, 
Debeleç - Bütüner ve Kantarcı 2006).  
     Genomik instabilite; genlerin DNA’nın hasarına yol açacak ajanlarla karĢılaĢması 
sonrasında kromozomal destabilizasyon, gen amplifikasyonları ve mutasyonların 
oluĢmasına eğilim derecesini belirlemek için kullanılan bir tanımdır. Alkali 
cometyöntemi ile genomik instabilite ölçülebilmektedir. Tek zincirde, ikili zincirde ve 
alkalilabil bölgelerde DNA hasarını çabuk ve kolay bir teknikle gösterebilmek mümkün 
olabilmektedir. Bu yöntem tek hücre seviyesinde DNA hasarı hakkında bilgi 
vermektedir. 
     Comet yöntemi, diğer adıyla tek hücre jel elektroforezi (Single cell gel 
electrophoresis; SCGE) DNA hasarını analiz etmek amacıyla kullanılan hızlı, basit, 
duyarlı ve yaygın kullanım alanına sahip bir tekniktir. Rydberg ve Johanson (1978) 
tarafından DNA sarmal kırıklarının ölçülmesi amacıyla kurulan, daha sonra Östling ve 
Johanson (1984) tarafından geliĢtirilen teknik nötral pH’daki lizis Ģartlarında 
uygulanarak DNA çift sarmal kırıklarını tayin etmede kullanılmıĢtır. Singh vd (1988) 
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tarafından protokolde birtakım değiĢiklikler yapılarak yöntem alkali liziskoĢullarında 
uygulanmıĢtır. Singh ve arkadaĢlarının comet yöntemi protokolü bugün küçük 
değiĢikliklerle dünya genelinde en yaygın kullanılan protokoldür. Yöntemin en önemli 
avantajlarından biri de çok çeĢitli hücre tiplerinde çalıĢma olanağı sağlamasıdır (Preston 
2001,Collins 2004, Zalata vd 2007). 
     Comet yönteminde hücreler izole edildikten sonra agaroz içine gömülerek 
mikroskopik lamlara yayılırlar. LizisaĢamasından sonra elektroforeze bırakılıp floresan 
boya ile boyanması suretiyle değerlendirilirler. Comet yöntemi ile DNA hasarının 
kantitatif olarak tayin edilmesinde gözle değerlendirmenin yanısıra kuyruk uzunluğu, 
kuyruk momenti ve kuyruktaki % DNA en yaygın kullanılan parametrelerdir. 
Kuyruktaki % DNA' nin belirlenmesi ve sonuçların gözle değerlendirilmesi diğer 
parametrelere göre doz cevap iliĢkisini daha iyi yansıtması sebebiyle tercih edilmektedir 
(Preston 2001,Zalata vd 2007, Collins 2004).  
     Bu bilgiler ıĢığında, sigara içen kiĢilerde oluĢabilecek mutajenik etkinin araĢtırılması 
büyük önem taĢımaktadır. Bu çalıĢmada söz konusu mutajenik riskin oluĢup 
oluĢmadığının tespitine yönelik olarak; son yıllarda geliĢtirilen ve DNA’daki çok küçük 
harabiyetlerin bile hassas biyogöstergesi olduğu kabul edilen ve kısa sürede yanıt alınan 
Cometyöntemi ile sigara içen kiĢilerin DNA hasarı bakımından değerlendirilmesi 
amaçlandı. 
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2. KURAMSAL BİLGİLER VE LİTERATÜR TARAMASI 
2.1. Tütün ve Nikotin Hakkında Genel Bilgiler  
     Tütün, Solanaceae familyasındanNicotiana cinsindenyapraklarısigarayapımında 
kullanılan bir yıllık otsubir bitkidir. Tütün ilk kez 1492 yılında Amerika’nın keĢfi ile 
Avrupa’ya getirilmiĢ ve oradan da tüm dünyaya yayılmıĢtır. Üretilen tütünün %90’ı 
sigara yapımında kullanılmaktadır. Sigara dumanı gaz ve partikül fazda toksik ya da 
kanserojen özellik gösteren 4000’den fazla molekül içermektedir (Yıldız 2000).  
     Ayrıca sigara dumanının bir dizi serbest radikal (SR) türevi içerdiği gösterilmiĢtir. 
Özellikle nitrik oksid (NO) ve azot dioksid (NO2) ile oksijen ve karbon merkezli 
radikaller gaz fazında, hidrokinon-kinon siklüsü tarafından üretilen radikaller de katran 
fazında bulunur. Serbest radikaller organizmanın makromoleküllerine, özellikle lipid, 
protein ve Deoksiribonükleik asit(DNA) yapısına zarar verirler. SR’in DNA ile 
etkileĢimi ile baz modifikasyonları ve fosfodiester bağlarının hidrolizi sonucu da DNA 
zincir kırıkları oluĢur (Dinçer vd 2003).  
     Sigara dumanı içinde en etkili olan moleküller nikotin, NO ve siyanürdür.Nikotin, 
Nicotiana tabacum bitkisinin (ġekil 2.1) tütün olarak bilinen kurutulmuĢ yapraklarında 
üretilen bir çeĢit alkaloiddir. Sigara için kullanılan tütün % 0.5-3 oranında nikotin ihtiva 
eder. Kimyasal yapısı (ġekil 2.2); N- metil pirolidin halkası ve piridin halkasından 
oluĢur (Akıcı 2008).  
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Şekil 2.1Nicotiana tabacum bitkisi 
 
     Nikotin zayıf bir bazdır ve pH’ya bağımlı olarak biyolojik membranları geçebilir ve 
alt solunum yolları ile akciğer alveollerinde absorbe edilir (Yıldız 2000).  
Sigara içimi sonrası 5 dakika içinde kan plazma nikotin konsantrasyou 15-30 
ng/ml’ye ulaĢır. Nikotin, etkilerini hedef hücreler üzerinde bulunan nikotinik tipteki 
asetilkolin reseptörlerini aktifleĢtirmek suretiyle gösterir. Nikotinik reseptörler 
nöromusküler kavĢak, otonom gangliyonlar, adrenal medullanın kromafin hücreleri, 
santral sinir sistemi nöronları, duyusal sinir uçlarında bulunmaktadır. Nikotin sinir 
uçlarını kendi reseptörlerini aktive ederek depolarize eder ve dopamin, serotonin, 
asetilkolin, gamma-amino butirik asit, glutamat, noradrenalin, opioid peptidlerin 
salımınını arttırır. Nikotin reseptörlerinin çeĢitliliği ve nöromediatörler üzerine olan 
etkileri taĢikardi, koroner vazokonstrüksiyon, mide asit salgısının artması, barsak 
motilitesinin artması, iĢtahta azalma gibi sistemde farklı tablolarla gözlenir (Öztuna 
2004). 
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Şekil 2.2 Nikotinin kimyasal yapısı (Akıcı, 2008) 
 
Dünyada 1.3 milyar kiĢi sigara içmektedir ve yılda 5 milyondan fazla insan sigara 
nedeniyle yaĢamını kaybetmektedir. Sigara tüketiminde Avrupa ülkeleri arasında 
üçüncü, dünya ülkeleri arasında yedinci sırada yer alan ülkemizde 15 yaĢ ve üzeri 
eriĢkinlerin %31'i sigara kullanmakta ve sigaranın yılda 100-150 bin kiĢinin ölümüne 
neden olduğu tahmin edilmektedir. Günümüzde ise dünyadaki en önemli sağlık 
sorununun sigara kullanımı olduğu kabul edilmektedir. ġu andaki sigara içme düzeyinin 
böyle devam etmesi durumunda, içinde bulunduğumuz yüzyılda yaklaĢık 1 milyar 
insanın sigara sebebiyle beklenenden erken dönemde öleceği tahmin edilmektedir. Eğer 
2020 yılında tüm dünyada sigara prevalansı %5 oranında azaltılabilirse, sigaraya bağlı 
yaklaĢık 100 milyon erken ölüm vakasının önlenebileceği düĢünülmektedir(Demir 
2008). 
2.2. Sigaranın Toksik Etkileri  
Sigaranın kanserojenik ve mutajenik etkileri, içinde barındırdığı, günümüzde sayısı 
55’e kadar yükselmiĢ olan kanserojen maddeler sayesinde ortaya çıkmaktadır. Bunlar 
poliaromatik hidrokarbonlar (PAH), aza-arenler, nitrozaminler, aromatik aminler, 
aldehitler, organik ve inorganik bileĢiklerdir. Bu maddeler özellikle PAH ve 
nitrozaminin metabolitleri DNA’ya kovalent bağlar ile bağlanmakta (guanin ve adenin 
baz bölgeleri) ve DNA’nın bu haline DNA-adducts denilmektedir. Böylece, DNA’nın 
baĢlangıç fazı dönüĢümsüz olarak bölünmekte ve DNA’daki bu değiĢiklik ilerleme 
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fazına geçildiğinde malign fenotipe dönüĢümün ilk basamağını oluĢturmaktadır. 
DNA’ya bağlanan toksik bileĢiklerin seviyesi, maruz kalınan biyolojik genotoksik 
etkenin dozu ile iliĢkilidir. Sigara içenlerin oral kavite, akciğer, bronĢ ve diğer 
organların hücrelerinin DNA’da sigaranın meydana getirdiği bazı artık maddelere 
rastlanmıĢ olması, bu sistem kanserlerininin oluĢ mekanizmalarını anlaĢılmasında 
önemlidir (Öztuna 2004). 
Sigara; hava yolları, mukosiliyer temizleme mekanizmaları ve akciğer parankimine 
etkileri ile solunum sisteminde birçok patolojik durumun ortaya çıkmasına neden olur. 
Sigara, solunum sisteminde mukusun artmasına da yol açar. Bu olay, hem siliar 
fonksiyonu azaltarak mukusun atılamaması ile, hem de trakeobronĢiyal salgı bezleri ve 
goblet hücrelerinin sayısının arttırılarak mukus üretiminin fazlalaĢmasıyla gerçekleĢir. 
Sigara içmek, solunum yollarında inflamatuar reaksiyonlara neden olur ve bu 
inflamatuar olaylar da periferal solunum yolları obstrüksiyonuna yol açar. Sigara içmek 
solunum yollarında polimorfonükleer (PMN) lökosit ve monositlerin artıĢına sebep olur. 
PMN lökositlerin proteazlardan olan elastazı üretebilme yeteneği vardır. Elastaz, bağ 
dokusu bileĢeni olan elastini parçalar. Sigara ayrıca, elastaz gibi proteolitik enzimleri 
inhibe eden α1-Antitripsinin yapısında yer alan metiyonini metiyonin sülfokside okside 
ederek onu inaktif hale getirir. Sonuçta bir yandan elastaz üretimi artarken, diğer yandan 
inhibitörü olan α1-Antitripsin inaktif hale getirilmiĢ olur. Böylece akciğer dokusunun 
elastolitik parçalanması sonucu amfizem geliĢir. Sigara alt solunum yollarına fazla 
miktarda oksidanın ulaĢmasına sebep olur. Sigara dumanında, kirli havadan onlarca kat 
fazla miktarda azot oksitler bulunur. Sigara, alt solunum yollarında nitrik oksit 
konsantrasyonunu artırarak, peroksinitrit ve peroksinitröz asit gibi oksidan maddelerin 
oluĢumuna sebep olur. Sigara içen sağlıklı insanların ekspiryum havasında nitrik oksit 
seviyesinin azaldığı, sigarayı bıraktıktan sonra nitrik oksit seviyesinin arttığı 
bildirilmiĢtir (Yıldız 2000). 
Sigaranın kardiovasküler sisteme etkisi nikotinin dozuna bağımlıdır. DüĢük dozlarda 
(0,05 mg/kg) bradikardi ve hipotansiyon parasempatik stimülasyona bağlı olarak geliĢir. 
Fakat doz arttırılırsa (0,5 mg/kg) taĢikardi ve kan basıncında yükselme görülür. Bu etki 
sempatik stimülasyon, adrenal medulla kromaffin hücrelerinin uyarılması, karotik ve 
aortik kemoreseptörlerin uyarılmasıyla vazomotor merkezin aktive olması, adrenerjik 
sinir uçlanndan noradrenalin salınımının arttırılması ve kalpte parasempatik 
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blokajsonucu ortaya çıkar. Bu etkiler sinirsel vazokonstriksion geliĢmesine neden olur. 
Kan basıncı artıĢı kalpte oksijen (O2) kullanımını yükseltir, anarobik glikolizin artıĢı ve 
laktikasit, EKG de miyokart infarktüsü belirtilerinin ortaya çıkmasına neden olur. 
Ateroskleroz için yüksek risk faktörlerinden birini oluĢturan sigara kullanımı, damar 
duvarı irritasyonu ve hasarına neden olur. Endotel irritasyonu nitrik oksit sentezini 
azaltırken endotelin salgılanmasında artıĢa yol açar. Endotel hasarı trombositlerin 
agregasyonu ve adezyonunu yükseltir ve plazma trigliserit, LDL, VLDL; ve total 
kolesterol miktarını arttırır. Bu artıĢlar kalp frekansı artıĢıyla korelasyon gösterir. Kan 
lipit profilindeki değiĢiklikler sigarayla lipit peroksidasyonu ile okside-LDL miktarında 
artıĢ, damar duvarındaki düz kaslarındaki Interlökin-1, etkilenerek aterom plak oluĢumu 
hızlandırılır. Okside LDL ile antioksidan savunma dengesi bozulur, sonunda 
ateroskleroz geliĢir. Aterosklerozun koroner arterlerde geliĢmesi 10 yıl alırken beyin 
arterlerinde ve periferik arterlerde oluĢması 20 yıl sürer. Ateroskleroz geliĢmesinde 
Tromboksan-A2 sentezindeki, trombosit agregasyonu ve adezyonunda artıĢın, plazmada 
adrenalin, ve noradrenalin artıĢının rolü büyüktür. Sigara, vücutta oksidan antioksidan 
dengesini bozar. Sigara kullananlarda plazma serotonin düzeyinin azaldığı ve 
angiotensin-I’in angiotensin-II’ye dönüĢmesinin yavaĢladığı görülür. Sigara dumanı 
solumakla pulmoner dolaĢımda vazodilatatör cevap oluĢur, bu cevabın büyük bir kısmı 
(3/4) NO olmaması ve (1/4) karbonmonoksitten (CO) kaynaklanır. Tek bir sigaranın 
içilmesi kalp frekansını ortalama 8, ikinci sigara 9 sayı arttırır. Bu artıĢ kan plazma 
nikotin ve kotinin seviyesiyle korelasyon gösterir. Nikotinin nikotinik adrenerjik etkiyle 
perifer vazokonstriksion, ekstremite uçlarındaki deri sıcaklığını azaltığı da 
bilinmektedir(Ergün 1997). 
Sigaranın içinde oldukça toksik olan kadmiyum adı verilen kimyasal bulunur. Uzun 
süreli kadmiyum maruziyeti, bu metalin karaciğer ve böbrekte birikmesine neden 
olmaktadır. Kadmiyum uygulaması karaciğerde apoptozu indüklemektedir. Sigara 
dumanının uzun süreli inhalasyonu karaciğer dokusunu etkilemektedir. Ratlarda yapılan 
deneyler sonucunda sigaraya bağlı olarak hepatositlerde lipid tanecikleri, sinüzoitlerde 
geniĢleme ve düzensizlik meydana geldiği görülmüĢtür (Kaleli 2010). 
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2.3.Genotoksik Etkiler  
Sigara dumanının kemirgenlerde, memeli hücre kültüründe ve in vitro DNA'da DNA 
zincirinin kırılmasını indüklediği birçok çalıĢmada gösterilmiĢtir. Sigara dumanı fare 
hücrelerinde TP53 proteinin birikimini arttırmıĢ ve indirek DNA hasarına sebep 
olmuĢtur. Benzer birçok çalıĢma reaktif oksijen ve azotun zincir kırılmasında birincil 
sebep olduğunu göstermektedir (DeMarini 2004). 
Reaktif oksijen türleri endojen oksijen metabolizması ve çesitli ksenobiyotikler 
tarafından oluĢturulmakta ve lipidler, proteinler, RNA ve DNA’nın oksidasyonunda 
hücre hasarına neden olmaktadır. DNA’da tanımlanmıĢ pek çok oksidasyon ürünleri 
arasında, 8-oxo-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosin(8-OHdG)oksidatif hasarının bir 
göstergesi olarak kullanılır. 8-OHdG tümörle ilgili genlerin dahil olduğu çeĢitli genlerin 
mutasyonuna neden olur ve bu durum hassas yöntemlerle ölçülebilmektedir. ArtmıĢ 8-
OHdGdüzeyi çeĢitli karsinojenlere maruz kalmıĢ hayvanların hedef organlarında, insan 
vetümör hücrelerinde bulunmuĢtur ve bu artıĢ insanlarda çoğu tümörde görülmüĢtür. 
AraĢtırmalar, dejeneratif hastalıklı kiĢilerin lökositlerinde 8-OHdGdüzeyinin arttığını 
gösterir. Sigara kullanımı, insanlarda oksidatif DNA hasarını değiĢtirebilir. Sigaradaki 
çeĢitli kimyasal bileĢikler, inflamasyonu artırarak direkt veya indirekt yolla DNA 
hasarına sebep olabilen reaktif oksijen türlerini üretir. 2005 yılında Lodovici vd. 
tarafından yapılan bir çalıĢmada,lökositlerde 8-OHdGdüzeylerini incelenmiĢ, sigara 
kullanan ve kullanmayan fakat çevresel sigara dumanına maruz kalan pasif içicilerde 
oksidatif DNA hasarı olduğugösterilmiĢtir (Kaleli 2010). 
2.4. Genotoksisite Analizleri 
Genetik toksisite ya da genotoksisite, genotoksinlerin kromozom ve DNA yapısında 
meydana getirdiği hasarları kapsayan bir terimdir. Toksikolojinin bir alt dalı olan 
genetik toksikoloji bilimi, organizmanın normal biyolojik iĢleyiĢi sırasında veya 
fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkenlere bağlı olarak hücrelerin DNA 'da meydana gelen 
değiĢiklikleri inceleyen bir bilimdir ve çeĢitli ajanların ortaya çıkardığı genetik hasarın 
değerlendirilmesinde önemli bir yere sahiptir (Choy 2001, Young 2002, Mortelmans ve 
Rupa 2004, Vural 2005). Nukleus, kromozom ve DNA yapısında meydana gelen DNA 
kırıkları, eklentileri, gen mutasyonları, kromozom anormalikleri, anöploidi ve 
klastojenite gibi hasarları kapsayan genel terime genotoksisite adı verilmiĢtir (ġekeroğlu 
ve ġekeroğlu 2011). 
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Mutajenik ve genotoksik maddelerin karsinojenik potansiyellerini ölçmek amacıyla 
pek çok genotoksisite testleri geliĢtirilmiĢtir (Bedir vd 2004). Bu testler, çeĢitli 
mekanizmalarla direkt yada dolaylı olarak genetik materyalde oluĢmuĢ hasarları 
saptamak için geliĢtirilmiĢ in vivo ve in vitro testlerden oluĢmaktadır. Mutajen 
maddelerin tanımı, insanda risk tayini ve bu maddelere maruziyetin önlenebilmesi 
genotoksisitenin amaçlarındandır (ġekeroğlu ve ġekeroğlu 2011). Genotoksisite testleri 
genomu etkileyen UV ve radyasyon gibi fiziksel etkilerin, sigara, pestisitler, gıda katkı 
maddeleri, parazitik enfeksiyonlar, ilaçlar, nanomateryaller gibi ajanların genotoksik ve 
karsinojenik potansiyellerinin tespitinde, bazı hastalıklar sonucu oluĢan DNA hasar 
tespitinde, genetik hasarların hastalıklarla olan iliĢkilerinin incelenmesinde, kansere 
duyarlılık tespiti ve takibinin yapılmasında biyolojik izleme testi olarak kullanılır (Choy 
2001, Jena vd 2002, Mateuca vd 2006). 
2.4.1. Genotoksisite testleri 
Mikronukleus (MN) testi, KardeĢ Kromatid DeğiĢimi (KKD), Kromozom 
Aberasyonları Testi, Ames Testi, CometYöntemidir (ġekeroğlu ve ġekeroğlu 2011). 
2.4.1.1. Mikronukleus (MN) testi 
Mikronukleuslar mitotik iğde oluĢan hatalardan, mitotik aygıtın diğer parçalarından 
ya da kinetokordan hücre döngüsünü kontrol eden genlerin eksikliğinden, kromozomal 
hatalardan kaynaklanan ve mitoz bölünme sırasında ortaya çıkan, kromozom 
fragmanlarından köken alan oluĢumlardır. MN artıĢı kromozom düzensizliği ve 
genomik kararsızlıkların indirekt göstergesidir (Vanparys vd 1990, Demirel ve Zamani 
2002). 
2.4.1.2. Kardeş kromatid değişimi (KKD) ( Sister Cromatid Exchange, SCE) 
 KardeĢ Kromatid DeğiĢimi testi, kromozom morfolojisi değiĢmeksizin, kardeĢ 
kromatidler arasında, özdeĢ segmentlerin simetrik genetik materyal alıĢveriĢi sonucu 
oluĢan değiĢimlere neden olan mutajen bileĢikleri saptamak için kullanılan bir testtir.  
 Bu test çeĢitli fiziksel ve kimyasal ajanların genotoksik etkilerini araĢtırmakta 
kullanılmakla birlikte, kromozom instabilitesi ile seyreden Bloom Sendromu, 
FankoniAplastik Anemisi, Duchenne ve Becker tipi kas distrofileri gibi bazı 
hastalıklarda da araĢtırma ve tanı amaçlı olarak da kullanılmaktadır (KontaĢ vd 2011). 
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2.4.1.3. Kromozom aberasyonları testi 
Bu test, mutajenlerin indüklediği yapısal ve sayısal kromozom anormalliklerinin 
saptanmasında sıklıkla kullanılır. Hücre bölünmesi metafaz aĢamasında durdurularak 
kromozomlarda ortaya çıkan farklılıklar tespit edilir (Savage 1993). 
2.4.1.4. Ames testi 
1972’de Dr. Bruce Ames tarafından geliĢtirilmiĢ olan ve kimyasal maddelerin 
mutajenik etkilerini belirlemek amacıyla tarama testi olarak uygulanan Ames testi, çok 
yaygın ve güvenilir bir biçimde kısa zamanlı bakteriyel test sistemi olarak 
kullanılmaktadır.Ayrıca tümör oluĢumunda somatik hücrelerin tümör baskılayıcı 
genlerinde meydana gelen nokta mutasyonlarının saptanmasında kullanılır (Mortelmans 
ve Zeigner 2000, Choy 2001). 
2.5. Comet Yöntemi Uygulamaları 
DNA, hasara duyarlılığı yüksek bir moleküldür. DNA hasarı kendiliğinden yada 
çevresel etkiler sebebiyle oluĢmaktadır. Genetik bilginin doğru aktarımı için DNA 
yapısının korunması önemli olduğundan DNA hasarının onarılması için onarım 
mekanizmaları bulunmaktadır.Bu mekanizmaların kusurlu olması ya da yetersiz kaldığı 
durumlarda, DNA hasarı kısa dönemde replikasyon, transkripsiyon ve protein sentezinin 
inhibisyonuna, uzun vadede ise mutasyona ve kromozom anomalilerine sebep 
olmaktadır. DNA hasarı, ateroskleroz, diyabet, kanser gibi hastalıkların nedenleriyle 
ilgili çalıĢmalarda ve kemoterapi ve radyoterapinin etkinliğinin takibinde, kronik 
dejeneratif hastalıkların izlenmesinde, radyasyon aracılı ve ksenobiyotik 
genotoksisitenin belirlenmesinde önemli bir belirteç olarak değerlendirmeye 
alınmaktadır.Bu nedenle DNA hasarının hassas olarak ölçülmesine yarayan teknikler 
oldukça önemlidir. "CometYöntemi" ya da diğer adıyla tek hücreli jel elektroforezi, 
hücre düzeyinde DNA hasarını saptamak, miktarını belirlemek amacıyla kullanılan 
hassas, hızlı ve non-invaziv bir yöntemdir(Dinçer ve Kankaya 2010). 
Mikroskop lamı üzerinde agaroz jel içine gömülü hücrelerin hafif alkali ortamda 
bekletilmesi, DNA sarmalının kısmi açılması,akridin turuncusu ile iĢaretlenmesi ve 
hasar düzeyinin yeĢil floresansın (çift sarmal DNA 'yı belirtir) , kırmızı floresansa ( tek 
sarmal DNA'yı belirtir)  oranının fotometrik olarak ölçülmesi aĢamaları çok sayıda 
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kritik basamak içerdiğinden günümüzde terk edilmiĢtir. Daha sonraki yıllarda, Östling 
ve Johanson mikro jel elektroforez tekniğini geliĢtirmiĢlerdir (Dinçer ve Kankaya 
2010). 
Bu teknikte, mikroskop lamı üzerine agaroz jel içine gömülü hücreler, yoğun 
deterjan ve tuz içerikli çözeltide bekletilerek lizis aĢaması gerçekleĢtirilir ve membran 
parçalanır. Nötr pH ortamında elektroforez gerçekleĢtirilir. Sağlam DNA ve yüksek 
oranda zincir kırığı içeren DNA 'nın anoda doğru göçmesi arasındaki fark gözlenmiĢtir. 
Hasarlı DNA daha hızlı göç etmiĢtir. Lamların etidyum bromür ile boyanması ve 
floresans mikroskobu ile floresans yoğunluğunun tespiti DNA göçünün miktarıyla ilgili 
bilgi vermiĢtir. Bu teknikte elektroforez aĢamasının nötral koĢulda uygulanmasıyla çifte 
sarmal kırkları tespit edilmiĢ ancak tek sarmal kırıkları tespit edilememiĢtir (Dinçer ve 
Kankaya 2010). 
1988 yılında Singh ve ark. elektroforezi yüksek alkali ortamda (pH >13) uygulayarak 
bu soruna bir çözüm getirmiĢlerdir. Bugün uygulanan "Comet Yöntemi" Singh ve 
arkadaĢları tarafından geliĢtirilen, çift ve tek sarmal kırıklarının tanımlanmasına olanak 
sağlayan metodolojidir (ġekil 2.3) .Comet yöntemi son yıllarda, belirli DNA dizilerine 
spesifik iĢaretli problar kullanılarak fluoresan in situ hibridizasyon tekniği ile 
birleĢtirilmiĢ, FISH ( fluorescent in situ hybridization) - Comet adını almıĢ, dizi veya 
gen spesifik hasar belirlenmesinde kullanılan bir modifiye teknik haline gelmiĢtir 
(Shaposhnikov vd 2009). 
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Şekil 2.3 Comet yöntemi Ģeması (http://www.amsbio.com/Comet-Assays.aspx ) 
2.5.1 Comet Yöntemindeki Basamaklar  
2.5.1.1 Hücresel materyalin hazırlanması: 
Tam kan örnekleri (mononükleer hücre fraksiyonları, polimorf lökositler), kültüre 
edilmiĢ hücreler, primer insan fibroblastları, doku örnekleri, bitki hücreleri, funguslar, 
bakteriler, algler, deniz canlıları, böcekler materyal olarak kullanılabilir ve her birinin 
hazırlanması spesifiktir. 
Tam kan örneklerinde, kan heparinize ortama alınır, düĢük erime noktasına sahip 
agaroz jel ile karıĢtırılarak kullanılır. Lenfosit ve mononükleer hücrelerde hücre 
fraksiyonları histopak ile izole edilir. ÇeĢitli doku örnekleri ve fibroblastlar tripsin - 
EDTA kullanılarak proteinler uzaklaĢtırılır. Bu ön iĢlemlerle hücreler serbestleĢir ve ön 
kaplama yapılmıĢ lamların üzerine yayılır (Green 1996). 
2.5.1.2 Mikroskop lamlarının hazırlığı: 
Jelin tüm deneme boyunca mikroskop lamının üzerinde kalabilmesi, bozulmaması ve 
net görüntü verebilmesi çok önemlidir. Deneme yapılmadan bir gün önce normal yada 
yüksek erime noktalı agaroz jel hazırlanır ve lamların üzerine yayılır.Lamların kuruması 
için bir gece beklenir. Deneme yapılacağı gün düĢük erime noktalı agaroz ile hücre 
süspansiyonu karıĢtırılarak, kaplanmıĢ lamların üzerine yayılır. Bu sayede hücreler iki 
agaroz jel içine gömülmüĢ olur (Green 1996).  
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DNA hasar tespitinde, pozitif kontrol gerçekleĢtirebilmek amacıyla, UV ıĢınları, 
hidrojen peroksit (H2O2), iyonize radyasyon, ksantin/ksantin oksidaz gibi radikal 
oluĢturan ajanlar kullanılır. 
2.5.1.3 Lizis aşaması: 
Lamların üzerindeki jel donduktan sonra, tuz ve deterjan içeren lizis çözeltisinde 
bekletilir. Kan ve doku örnekleriyle çalıĢılıyor ise mevcut eritrositlerin parçalanması ile 
açığa çıkan demire bağlı serbest radikal aracılı DNA hasarını önlemek amacıyla % 10 
oranında dimetil sülfoksid eklenmiĢ lizis çözeltisi hazırlanır. Lizis aĢamasında membran 
parçalanır, hücre içeriği nukleustan uzaklaĢtırılır. DNA az miktarda nonhiston 
proteinlerle birlikte süperkoil yapısında kalmıĢtır. Lamlar uygun bir tamponla ya da saf 
suyla yıkanarak deterjan, tuz ve hücresel artıklardan uzaklaĢtırılır (Green 1996).  
2.5.1.4 DNA yapısının alkali ortamda açılması (Alkali unwinding ): 
DNA yapısının açılması amacıyla yüksek alkali içerikli elektroforez tamponunda 
inkübe edilir. Çift sarmal DNA, zincir kırıklarının bulunduğu noktalardan açılmaya 
baĢlar.ĠĢlem süresi genelde 20 dk.olarakuygulanır, çalıĢmaya göre değiĢebilir (Collins 
vd 2004).  
2.5.1.5 Elektroforez aşaması: 
Jel içinde oluĢan tek zincir DNA alkali ortamda elektrofoze tabi tutulur ve comet 
oluĢumu sağlanır. Elektrik akımı uygulandığında, anoda doğru yürüyen DNA parçaları 
kuyruklu yıldız görüntüsü verir. Bu kuyruklu yıldız görüntüsü, yönteme 'comet' adını 
vermiĢtir. Hasarsız DNA kuyruğu olmayan spot
 25 dakika süreyle, elektoroforezin uygulandığı tankın büyüklüğüne göre 
(1V/cm) (genellikle 25 V) voltaj ile gerçekleĢtirilir (McKelvey vd 1993).  
2.5.1.6 Nötralizasyon: 
Elektroforez aĢamasından sonra jel pH'sının nötralizasyonu, pH 7.5 olan uygun bir 
tampon çözeltiyle gerçekleĢtirilir. Çözelti içinde lamların kaç dakika bekletileceği 
çalıĢmaya göre değiĢebilir. Görüntüleme iĢlemi öncesi ne kadar bekletilmesi 
gerekiyorsa depolanmada stabilizasyonu sağlamak için uygun pH formalin veya 
metanol kullanılabilir. 
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2.5.1.7 Boyama ve görüntüleme: 
Comet görüntülenmesi için DNA’ya spesifik boyalar, mikroskopta uygun büyütme 
denemeyi yapan kiĢiye göre değiĢebilir. ĠĢaretleme amacıyla genellikle etidyum bromür 
(floresan boya olarak) veya gümüĢ nitrat (non- floresan olarak) kullanılmaktadır. 
2.5.1.8 Comet sayımı ve DNA hasar tespiti: 
Mikroskobik değerlendirme iĢlemi, sonuç güvenilirliği amacıyla aynı kiĢi tarafından 
yapılmalıdır. Görsel analiz ve bilgisayarlı görüntü analizi yolları izlenebilir. 
Bilgisayarlı görüntüleme analizinde dijital kamera bağlantısı ile otomatik olarak 
comet görüntüleri analiz edilir. Bu amaçla pek çok Ģirketin geliĢtirdiği yazılımlar 
kullanılır. Programlar comet baĢını kuyruktan ayırt edebilir, kuyruk 
uzunluğu,kuyruktaki % DNA, baĢtaki % DNA, kuyruk momenti gibi parametreleri 
belirleyebilir.Bu parametreler DNA zincir kırığı sıklığı ile orantılıdır (McKelveyvd 
1993,Green vd 1996, Collins 2004).  
Görsel olarak analiz iĢleminde comet, DNA göç uzunluğuna göre beĢ kategoride 
sınıflandırılır ve insan gözü bunu kolaylıkla ayırt edebilir. Parlak spot görünümli DNA 
kuyruk görüntüsü vermemiĢtir ve 0 kategorisindedir. Çok küçük baĢlıcometlerve uzun 
dağınık kuyruklar 4. kategoridedir. 0 ve 4. kategoriler arasında kalancometler1, 2, 3 
olarak nitelendirilir (ġekil 2.4) Her kategoride olan comet sayısı belirlenir ve özel 
formüller ile DNA hasarı ortaya çıkar. 
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Şekil 2.4 Görsel Analizde Comet Kategorileri (Dinçer ve Kankaya 2010) 
 
2.5.2 Comet Yöntemi İle İlgili Diğer Uygulama Alanları 
2.5.2.1 Klinik araştırmalar 
ÇeĢitli hastalıkların patojenik mekanizmalarının aydınlatılması, bazı kalıtsal 
hastalıkların prenatal tanısı, kansere duyarlılığın belirlenmesi, kanser tedavisinin takibi, 
diabetes mellitus, katarakt, romatoid artrit - sistemik lupus eritematozus, polikistik over 
sendromu, Alzheimer gibi hastalıklarda artan DNA hasarının gösterilmesi, 
postmenopozal kadınlarda hormon replasman tedavisinin, sigara içenlerde sigaranın 
DNA üzerine etkilerinin araĢtılması Comet yöntemiyle gerçekleĢtirilmiĢtir (Dinçer ve 
Kankaya 2010). 
2.5.2.2 Biyolojik izleme 
Sperm kalitesinin belirlenmesi, kemoterapi, ozon ve hipoksi etkilerinin 
değerlendirilmesi, çevresel değiĢikliklerin canlı sistemde etkisinin incelenmesi, 
yaĢlanma, beslenme, egzersiz gibi süreçlerin izlenmesi cometyöntemi ile gerçekleĢebilir 
çünkü ucuzdur, hızlıdır, kolaydır ve 10 - 20 mikrolitre kan örneğiyle uygulanabilen non 
- invaziv bir teknolojidir (Dinçer ve Kankaya 2010) (Herrera vd 2009). 
17 
 
 
 
2.5.2.3 Apoptoz araştırmaları 
Apoptoz yada nekroz aracılı sitotoksisite nedeni ile oluĢan DNA kırıkları 
elektroforez aĢamasında DNA göçünün hızını arttırır. Çift sarmal DNA zincir kırıkları 
oluĢmuĢtur. Nekrotik ve apoptotik hücreler alkali yada nötral elektroforez ile 
belirlenebilir. Bazı araĢtırmalarda comet yöntemi ile bu iki tip hücrenin ayrılabileceği 
sonucuna varılmıĢtır. Apoptotik hücreler küçük baĢ ve yelpaze görünümlü kuyruğa 
sahip cometler oluĢtururken; nekrotik hücreler geniĢ baĢ ve farklı uzunluklarda dar 
kuyruklu cometler oluĢturmuĢtur (Marks 1991, Elia 1994, Olive 1993, Vasquez 1997).  
2.5.2.4 Farklı tiplerde DNA hasarı çalışmaları 
Bazı araĢtımalarda, hasara spesifik DNA onarım enzimleri kullanılmıĢ, çeĢitli baz 
modifikasyonlarının sıklığı belirlenmiĢtir. Örnek olarak, okside olmuĢ primidin sıklığı 
endonukleaz III enzimi kullanılarak, 8-OHdG hasarının sıklığı formamidoprimidin 
DNA glikozilaz kullanılarak gösterilmiĢtir (Gedik 1992, Collins vd 1993). 
2.5.2.5 DNAonarım araştırmaları:  
Doğal olarak oluĢan DNA zincir kırklarının yanında kesip-çıkarma onarımı sırasında 
da oluĢan geçici zincir kırkları da elektroforezde göçü arttırır. Spesifik bir endonukleaz 
hasara yakın bölgede DNA sarmalını keser ve zincir kırığı oluĢur. Deoksiribonukleozit 
trifosfatlar ilave edilip uygun sıcaklıkta inkübe edilir ise kırık uçlar bağlanır ve onarım 
gerçekleĢir.Comet yöntemi hasar oluĢturan madde ile muameleden sonra DNA onarım 
aktivitesinin belirlenmesinde kullanılır (Collins vd 1993). 
2.5.2.6 Genotoksisite Araştırmaları:  
Genotoksisite, DNA zincir kırıkları ile karakterizedir. İn vitro ve in vivo genetik 
toksikoloji alanında cometyöntemi önemli bir yere sahiptir. Bu alanda kullanılan diğer 
tekniklerle karĢılaĢtırıldığında avantajları fazladır. Biyopsi örneklerinde, deney 
hayvanlarının her bir doku örneğinde, oldukça az miktarda hücre ile çalıĢmaya olanak 
sağlar. Prosedür bir kaç saatte tamamlanır ve hemen o gün değerlendirilebilir. 
TanımlanmıĢ mutagenik ve genotoksik ajanların farklı hücre tipleri ve farklı 
dokulardaki aktiviteleri (hücreye özel metabolik aktivasyon, in vitro DNA onarımı, 
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toksikokinetikler ve maddenin vucuda farklı yoldan verilmesiyle doz-toksik yanıt 
iliĢkisi) comet yöntemi ile belirlenebilir (McKelvey vd 1993). 
2.6. Araştırmanın Genel Bilgiler Işığında Öngörüsü 
Sigaranın genotoksik etkisinin ileride karsinojenik etkilere dönüĢme riski, konunun 
klinik önemini artırmakta ve rutinde kullanılabilecek hassas bir biyogöstergeyle 
kanserojen etkinin tespitine yönelik araĢtırmalar sürmektedir. Bu çalıĢmada söz konusu 
genotoksik riskin oluĢup oluĢmadığının tespitine yönelik olarak; son yıllarda geliĢtirilen 
ve DNA’daki çok küçük harabiyetlerin bile hassas biyogöstergesi olduğu kabul edilen 
ve kısa sürede yanıt alınan comet inceleme tekniği ile sigara içen kiĢilerin bazal DNA 
hasarı ve H2O2 ile indüklenmiĢ DNA hasarı bakımından değerlendirilmesi amaçlandı. 
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3. MATERYAL VE METOT 
Pamukkale Üniversitesi GiriĢimsel Olmayan Klinik AraĢtırmalar Etik Kurulu 
tarafından 8.11.2013 tarihli 44573 sayılı yazısıyla onaylanan araĢtırma, Pamukkale 
Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma Projeleri Birimi tarafından 2012-SBE-010 no' lu proje 
kapsamında desteklendi. 
ÇalıĢmayla ilgili olarak gönüllülere imzalatılan "Pamukkale Üniversitesi GiriĢimsel 
Olmayan Klinik AraĢtırmalar Etik Kurulu BilgilendirilmiĢ Gönüllü Olur Belgesi" 
örnekleri Ek 1. ve Ek 2.' de verildi. 
Ailesinde herhangi bir kalıtsal hastalığı bulunanlar araĢtırmaya alınmadı.  
3.1. Gönüllerin Niteliği ve Sayıları 
Pamukkale Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Göğüs Hastalıkları Anabilim Dalı’na 
baĢvuran ve araĢtırmaya katılmayı kabul eden gönüllülerin gruplandırması aĢağıdaki 
Ģekildedir (Tablo 3.1). 
 Tablo 3.1 Gönüllülerin özellikleri 
    Sigara Ġçenler Sigara Ġçmeyenler P 
Gönüllü Sayısı N 30 20   
Cinsiyet 
Kadın 15 13 
p=0,295 Erkek 15 7 
YaĢ 
Ort ± SS 30,57 ± 5,87 29,2 ± 5,3 
p=0,406  (min-maks) (21-45) (22-44) 
Günde Ġçilen 
Sigara Sayısı 
(Ort ± SS) 17,67 ± 7,63     
(min-maks) (10-40)     
Kullanım    Yılı (Ort ± SS) 11,72 ± 7,26     
(min-maks) (1-35)     
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Sigara içen gönüllüler: Bilinen herhangi bir kronik hastalığı bulunmayan ve halen 
herhangi bir ilaç kullanmayan, günde en az 10 adet sigara içen, 20 yaĢ ve üstündeki, 15 
kadın ve 15 erkek gönüllü olmak üzere toplam 30 kiĢi. 
Sigara içmeyen gönüllüler: YaĢadığı evde sigara içen kiĢi olmayan, bilinen 
herhangi bir kronik hastalığı bulunmayan ve halen herhangi bir ilaç kullanmayan, 20 
yaĢ ve üstündeki, 13 kadın ve 7 erkek gönüllü olmak üzere toplam 20 kiĢi. 
3.2. Comet Yöntemi 
3.2.1. Yöntemde Kullanılan Gereçler ve Markaları 
Comet yöntemi için elektroforez 
tankı 
Cleaver Scientific, CLS- COM20 model, Ġngiltere 
Dijital üstten kefeli terazi Sartorius CP2245, Almanya 
Elektroforez güç kaynağı Biorad Power Pac300, Singapur 
Elektroforez tankı Ġçin Chiller 
Sistem 
WITEG, Wise Circu Fuzzy Control System, 
Almanya 
Falkon tüp 
AXYGEN, ABD 
Flouresan Mikroskop BAB Görüntü ĠĢleme ve Analiz Sistemi, Türkiye 
Heparinli Tüp LP ITALIANA, Ġtalya 
Lam Isotherm Microscope Slider 
Lamel (24 x 60 mm) Deckgläser / CITOGLAS, Almanya 
Manyetik karıĢtırıcı Torrey PINES SCIENTIFIC, ABD 
Mikrodalga fırın Arçelik M0300, Türkiye 
Otomotik pipetler AXYGEN, ABD 
pH metre HANNA HI221-02, Mauritius 
Soğutmalı santrifüj SIGMA WCR-P6 4K15C model, ABD 
 
 
 
 
 
21 
 
 
 
3.2.2. Yöntemde Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Markaları 
 
Agaroz (yüksek ve düĢük erime 
noktalı) 
 Lonza, Sea Plaque ® Agarose, Ġsviçre 
Dimetil sülfoksit (DMSO) Fischer BioReagents ®,ABD 
Etilendiamintetraasetik asit 
(EDTA) 
Fischer BioReagents ®,ABD 
Hidrojen Peroksit (H2O2) Ġron Kimya, Türkiye 
Hidroklorik asit (HCl) Merck, Almanya 
Histopak-1077 Sigma Aldrich ® , ABD 
Metanol Sigma Aldrich, ABD 
Phosphate buffered saline (PBS) Lonza, Ġsviçre 
Sodyum hidroksit (NaOH) Sigma ® Aldrich, ABD 
Sodyum klorür (NaCl) Merck, Almanya 
Triton X- 100 Fischer Chemicals ®,ABD 
Trizma base (Tris) Fischer BioReagents ®,ABD 
 
3.2.3. Yöntemde Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması 
5 M NaOH çözeltisi 
200 g NaOH distile suyla 1000 mL’ye tamamlandı. 
0.5 M EDTA çözeltisi 
73.05 g EDTA distile suyla 500 mL’ye tamamlandı. 
Stok 100 μg/ml Etidyum Bromür Çözeltisi 
10 mg boya 50 mL distile suda çözüldü. Boyama sırasında stok 1:10 oranında 
seyreltilerek kullanıldı. 
Stok Lizis Çözeltisi 
2.5 M NaCl 146.1 g 
100 mM EDTA 37.2 g 
10 mM Tris 1.2 g 
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Distile su 900 mL 
Çözeltinin pH'ı 10’a ayarlandı. Hazırlanan stok lizis çözeltisi buzdolabında saklandı. 
Kullanmadan önce her 100 mL çözelti için 1 mL Triton X ve 10 mL DMSO ilave edildi. 
Elektroforez Tamponu 
0.3 M NaOH 60 mL 
1 mM EDTA 2 mL 
Distile su 938 ml 
Nötralizasyon Tamponu 
0.4 M Tris 48.5 g 
Distile su 1000 mL 
Çözeltinin pH’sı konsantre HCl ile pH 7.5’e ayarlandı. 
Düşük kaynama dereceli agaroz (LMA) (%1 ) 
Distile su içinde hazırlandı. 
Yüksek kaynama dereceli agaroz (HMA) (%1.8 ) 
Distile su içinde hazırlandı. 
3.2.4. Lenfositlerde Comet Yöntemi Uygulanışı 
Lenfosit hücrelerinde DNA hasarını belirlemek için alkali comet yöntemi(Singh vd 
1988) kullanıldı. 
Deney yapılacağı günden bir gün önce lamlar % 1,8’lik HMA çözeltisine daldırıldı 
ve bir tarafı silinerek düz bir zemine yerleĢtirildi. ĠĢlem süresince agarozun donmaması 
için kap 40oC’lik su banyosunda tutuldu.  
Deney günü ilk olarak %1’lik LMA çözeltisi hazırlandı ve 37.50C’lik su banyosuna 
konuldu. Ardından liziz ve elektroforez çözeltileri hazırlanarak soğumaları için 
buzdolabına bırakıldı.  
3 mL kan 3mL histopaque solüsyonu üzerine yavaĢça eklendi. +4oC’de 2100 rpm’de, 
30 dakika santrifüj edildi.  
Lenfosit tabakası alınarak PBS ile yıkandı. 
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Bu süspansiyondan alınan 60 µL lenfosit ve 180 µL LMA ayrı bir ependorf tüp 
içerisinde karıĢtırıldı ve karıĢımdan 40 µL alınarak lamlara damlatıldı.  
Her gönüllünün kan örneği için 4 lam çalıĢıldı. Lamlardan ikisi bazal DNA hasarının 
incelemesi için, buna paralel olarak diğer ikisi H2O2 ile indüklenmiĢ DNA hasarının 
incelenmesi için hazırlandı. 
Lamlara yayılan hücrelerin düzgün dağılması amacıyla üzerlerine lamel kapatıldı. 
Agarozun katılaĢması için lamlar 40 dakika buzdolabında bekletildi; süre sonunda 
lameller yavaĢça çıkarıldı. 
Pozitif kontrol olarak H2O2 kullanıldı. ÇalıĢılan her dört lamdan ikisi 100 µM H2O2 
ile5 dk muamele edildi ve distile suyla yıkandı. 
Liziz çözeltisine alınan lamlar 1 saat 15 dakika boyunca buzdolabında bekletildi.  
Lizis çözeltisinden çıkarılan lamlar distile suyla yıkanıp elektroforez tankına 
yerleĢtirildi. (ġekil 3.1) Tanka elektroforez çözeltisi eklendikten sonra lamlar 20 dakika 
akım uygulamadan bekletildi. Ardından uygun akım (1V/cm, 300mA) ayarlandı ve 20 
dakika, 4ºC ' de elektroforez aĢaması gerçekleĢtirildi (ġekil 3.2). 
Elektroforez tankından alınan lamlar distile su ile yıkandı ve nötralizasyon 
çözeltisinde 15 dakika bekletildi. Nötralizasyonun ardından lamlar -200C’lik metanole 5 
dakika daldırıldı. Metanolden çıkarılan lamlar düz bir zemine koyularak kurutuldu 
Görüntüleme öncesi lamlar etidyum bromür (45 µL) ile boyandı. 
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Şekil 3.1 Lamların elektroforez tankına yerleĢtirilmesi 
 
 
Şekil 3.2 Elektroforez aĢaması 
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3.2.5. Comet Yönteminde Görüntü Analizi 
Hazırlanan preparatlar, BAB Görüntü ĠĢleme ve Analiz Sistemi kullanılarak 
incelendi ve fotoğrafları çekildi Değerlendirilmelerinde CometScore 15, Tritek 
Corporationgörüntü analiz programı kullanıldı (ġekil 3.3, ġekil 3.4, ġekil 3.5). 
 
Şekil 3.3 CometScore 15, Tritek Corporation Analiz Programı 
 
Şekil 3.4Comet görüntüsü oluĢturmamıĢ DNA'ların mikroskopi görüntüsü ve analiz 
programı 
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Şekil 3.5H2O2 ile indüklenmiĢ DNA hasarının mikroskopi görüntüsü ve analiz programı 
 
3.3. Verilerin Değerlendirilmesi 
Veriler SPSS paket programıyla analiz edildi. Sürekli değiĢkenler, ortalama ± 
standart sapma, medyan, minimum-maksimum değerlerle, niteliksel değiĢkenler ise sayı 
(yüzde) Ģeklinde ifade edildi. Bağımsız grup karĢılaĢtırmalarında, parametrik test 
varsayımları sağlandığında Ġki Ortalama Arasındaki Farkın Önemlilik Testi; parametrik 
test varsayımları sağlanmadığında ise Mann-Whitney U testi kullanıldı. Bağımlı grup 
karĢılaĢtırmalarındaise parametrik test varsayımları sağlandığında Ġki EĢ Arasındaki 
Farkın Önemlilik Testi; parametrik test varsayımları sağlanmadığında Wilcoxon 
EĢleĢtirilmiĢ Ġki Örnek Testi kullanıldı. DeğiĢkenlerin normal dağılıma uygunluğu 
Shapiro-Wilk testi ile araĢtırıldı. Niteliksel değiĢkenlerin karĢılaĢtırılmasında ise Ki-kare 
analizi kullanıldı. Ġstatistiksel olarak p<0,05 anlamlı kabul edildi. DeğiĢkenler arası 
iliĢkiyi incelemek için ise Spearman korelasyonanalizi kullanıldı. 
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4. BULGULAR 
ÇalıĢmaya katılan gönüllülerin demografik özellikleri Tablo 4.1’ de verildi. 
Gruplar arasında yaĢ ve cinsiyet açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılık 
bulunmadı (p>0,05).  
Tablo 4.1 Gönüllülerin demografik özellikleri 
  
Sigara Ġçmeyenler Sigara Ġçenler 
  
  
n=20 n=30 
Cinsiyet Kadın  13 15 
  Erkek  7 15 
YaĢ (ort ±SS) 29,2 ± 5,3 30,57 ± 5,87 p=0,406 
 (min-maks) (21-45) (22-44)   
Gönüllü gruplarının periferal kan lenfositlerindeki DNA hasarı comet yöntemiyle 
değerlendirildi ve fotoğraflandı (ġekil 4.1- ġekil 4.8). 
Sigara içen ve içmeyenlerin elde edilen tüm verileri Ek 3 ve Ek 4 'de verildi. 
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Şekil 4.1 Sigara içen erkek gönüllünün comet görüntüsü (H2O2’siz) 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 4.2 Sigara içen erkek gönüllünün comet görüntüsü (H2O2’li) 
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Şekil 4.3 Sigara içmeyen erkek gönüllünün comet görüntüsü (H2O2’siz) 
 
 
 
Şekil 4.4 Sigara içmeyen erkek gönüllünün comet görüntüsü (H2O2’li) 
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Şekil 4.5 Sigara içen kadın gönüllünün comet görüntüsü (H2O2’siz) 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 4.6 Sigara içen kadın gönüllünün comet görüntüsü (H2O2’li) 
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Şekil 4.7 Sigara içmeyen kadın gönüllünün comet görüntüsü (H2O2’siz) 
 
 
 
Şekil 4.8 Sigara içmeyen kadın gönüllünün comet görüntüsü (H2O2’li) 
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Gönüllü gruplarının bazal ve H2O2 ile indüklenmiĢ DNA hasarı sonuçlarının 
karĢılaĢtırılması Tablo 4.2' de, grafiksel olarak ġekil 4.9 'de sunuldu.  
H2O2 ile muamele gören hücrelerde, kuyruk uzunluğu ve kuyruk momenti 
değiĢkeni yönünden sigara içen ve içmeyen gönüllü grupları arasında istatistiksel olarak 
anlamlı farklılık bulundu (p<0,05). 
 
Tablo 4.2 Gönüllü gruplarının bazal ve H2O2 ile indüklenmiĢ DNA hasarı sonuçları 
 
 
Tablo 4.2a Gönüllü gruplarının bazal DNA hasarı 
 
 
Tablo 4.2b Gönüllü gruplarının H2O2 ile indüklenmiĢ DNA hasarı 
 
 
  
Sigara İçen Gönüllü (n=30) Sigara İçmeyen Gönüllü (n=20)   
  
Ort± SS Medyan Min - Maks Ort± SS Medyan Min - Maks P 
Kuyruk  
Uzunluğu 
5,11±3,45 4,13 1,73 - 15,99 3,59±1,75 3,28 1,6 - 8,14 0,063 
Kuyruktaki 
 % DNA 
12,75±7,14 10,4 3,35 - 33,77 10,41±3,41 9,89 5,67 - 18,7 0,452 
Kuyruk 
 Momenti 
2,09±2,05 1,44 0,43 - 8,85 1,29±0,69 1,05 0,47 - 2,99 0,178 
  
Sigara İçen Gönüllü (n=30) Sigara İçmeyen Gönüllü(n=20)   
  
Ort± SS Medyan Min - Maks Ort± SS Medyan Min - Maks P 
Kuyruk 
Uzunluğu  
25,6±7,92 25,68 11,09 - 43,94 19,68±8,82 16,54 7,21 - 36,19 0,017* 
Kuyruktaki 
 % DNA 
53,07±13 55,21 24,96 - 78,49 45,26±15,29 40,64 20,7 - 73,68 0,058 
Kuyruk 
 Momenti 
16,06±7,27 15,89 4,18 - 34,84 11,73±7,48 9,06 2,64 - 26,93 0,021* 
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Şekil 4.9 Sigara içen ve içmeyen gönüllü gruplarında bazal (-H2O2 ) ve H2O2 ile 
 indüklenmiĢ oksidatif DNA hasarının grafiksel gösterimi.  
*Sigara içmeyenlere göre anlamlı farklılık (p<0,05) 
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Sigara içen gönüllü grubunda bazal veH2O2ile indüklenmiĢ DNA hasarı sonuçlarının 
cinsiyete göre karĢılaĢtırılması Tablo 4.3' de, grafiksel olarak ġekil 4.10 'da 
Sunuldu. Ġncelenen değiĢkenler için sigara içen gönüllülerde kadın ve erkek grupları 
arasında kuyruk uzunluğu ve kuyruktaki % DNA parametrelerinde, istatistiksel olarak 
anlamlı farklılık bulundu (p<0,05).AncakH2O2ilemuamele gören hücrelerde incelenen 
parametreler açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunmadı (p>0,05). 
 
Tablo 4.3 Sigara içen gönüllülerin bazal ve H2O2 ile indüklenenmiĢ DNA hasarı 
 sonuçları 
 
Tablo 4.3a Sigara içen gönüllülerin bazal DNA hasarı 
 
 
Tablo 4.3b Sigara içen gönüllülerin H2O2 ile indüklenmiĢ DNA hasarı 
 
 
  
ERKEK (n=15) KADIN (n=15)   
  
Ort± SS Medyan Min - Maks Ort± SS Medyan Min - Maks p 
Kuyruk 
Uzunluğu 
6,33±4,26 4,67 1,96 - 15,99 3,89±1,82 3,10 1,73 - 7,55 0,045* 
Kuyruktaki 
 % DNA 
15,68±8,51 12,58 4,83 - 33,77 9,81±3,86 8,7 3,35 - 15,94 0,025* 
 Kuyruk 
Momenti 
2,75±2,65 1,47 0,43 - 8,85 1,44±0,87 1,36 0,46 - 3 0,174 
  
ERKEK (n=15) KADIN (n=15) 
 
  
Ort± SS Medyan Min - Maks Ort±SS Medyan Min - Maks p 
Kuyruk 
Uzunluğu  
26,43±8,42 27,2 11,09 - 43,94 24,77±7,59 23,6900 13,39 - 41,01 0,576 
Kuyruktaki 
 % DNA 56,12±13,32 
58,62 26,71 - 78,49 50,03±12,35 48,4800 24,96 - 73,87 0,205 
Kuyruk 
 Momenti 
17,19±7,53 17,81 4,72 - 34,84 14,92±7,07 13,6400 4,18 - 30,74 0,401 
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Şekil 4.10 Sigara içenlerde bazal (-H2O2 ) ve H2O2 ile indüklenmiĢ oksidatif DNA 
 hasarının (+H2O2 ) grafiksel gösterimi.  
* Bazal DNA hasarı açısından anlamlı farklılık (p<0,05). 
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Sigara içmeyen gönüllü grubunda bazal veH2O2ile indüklenmiĢ DNA hasarı 
sonuçlarının cinsiyete göre karĢılaĢtırılması Tablo 4.4' de, grafiksel olarak ġekil 4.11 'de 
sunuldu. Ġncelenen değiĢkenler açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunmadı 
(p>0,05). 
 
Tablo 4.4 Sigara içmeyen gönüllülerin bazal ve H2O2 ile indüklenmiĢ DNA hasarı 
sonuçları 
 
Tablo 4.4a Sigara içmeyen gönüllülerin bazal DNA hasarı 
 
 
  
ERKEK (n=7) KADIN (n=13)   
  
Ort± SS Medyan Min - Maks Ort± SS Medyan Min - Maks p 
Kuyruk 
Uzunluğu 
3,71±2,1 3,23 2,03 - 8,14 3,53±1,62 3,32 1,6 - 7,99 0,968 
Kuyruktaki % 
DNA 
10,37±4,28 8,85 6,5 - 18,7 10,43±3,04 10,53 5,67 - 16,38 0,663 
Kuyruk 
Momenti 
1,23±0,86 ,95 0,47 - 2,99 1,32±0,62 1,38 0,63 - 2,71 0,606 
. 
Tablo 4.4b Sigara içmeyen gönüllülerin H2O2 ile indüklenmiĢ DNA hasarı 
 
  
ERKEK (n=7) KADIN (n=13)   
  
Ort± SS Medyan Min - Maks Ort± SS Medyan Min - Maks p 
Kuyruk 
Uzunluğu 
16,27±7,07 14,67 7,21 - 27,88 21,52±9,36 18,42 8,14 - 36,19 0,183 
Kuyruktaki % 
DNA 40,19±12,26 
40,36 21,34 - 56,71 47,99±16,49 47,49 20,7 - 73,68 0,588 
Kuyruk 
Momenti 
8,39±4,94 7,32 2,64 - 16,64 13,53±8,14 10,43 3,28 - 26,93 0,157 
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Şekil 4.11 Sigara içmeyenlerde bazal (-H2O2 ) ve H2O2 ile indüklenmiĢ oksidatif  DNA 
hasarının (+H2O2 ) grafiksel gösterimi.  
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Sigara içen gönüllü grubunda bulunanların lenfositlerindeki bazal DNA hasarıyla 
(kuyruktaki % DNA parametresi ele alınarak), gönüllülerin sigara içme süreleri (yıl) 
arasındaki iliĢki spearman korelasyon testi ile araĢtırıldı; istatistiksel olarak anlamlı bir 
iliĢki bulunamadı(Tablo4.5) (ġekil 4.12). 
 
Tablo 4.5 Sigara içme süresi ile kuyruktaki % DNA arasındaki korelasyon 
 
KUYRUKTAKİ % DNA  
Sigara İçme Süresi  
(yıl ) 
Korelasyon 
Katsayısı 
,302 
p ,105 
N 30 
 
 
Şekil 4.12 Sigara içme süresi (yıl) ile kuyruktaki % DNA parametresi arasındaki 
 korelasyon 
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Sigara içen gönüllülerin lenfositlerindeki bazal DNA hasarının kuyruktaki % DNA 
parametresi ele alınarak yapılan karĢılaĢtırma spearmankorelasyon testi ile araĢtırıldı, 
gönüllülerin bir günde içtikleri sigara sayısı ile bazal DNA hasarı arasında bir iliĢki 
bulunmadı (Tablo 4.6) (ġekil 4.13). 
 
Tablo 4.6 Bir günde içilen sigara sayısı ile kuyruktaki % DNA arasındaki 
 korelasyon 
 
KUYRUKTAKİ % 
DNA  
BİR GÜNDE IÇILEN 
SİGARA / GÜN 
Korelasyon 
Katsayısı 
,025 
p ,896 
N 30 
 
 
 
Şekil 4.13 Bir günde içilen sigara sayısı ile kuyruktaki % DNA arasındaki 
 korelasyon 
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Tüm gönüllülerin yaĢları ile kuyruktaki % DNA parametresi arasındaki iliĢki 
spearman korelasyon testi ile araĢtırıldı vebir korelasyon bulunmadı.(Tablo 4.7) (ġekil 
4.14). 
 
Tablo 4.7 Tüm gönüllülerin yaĢları ile kuyruktaki % DNA parametresi  arasındaki 
korelasyon 
 
KUYRUKTAKi% 
DNA  
 
 
YAŞ 
Korelasyon 
Katsayısı 
,231 
p ,106 
N 50 
 
 
 
Şekil 4.14 Gönüllülerin yaĢları ile kuyruktaki % DNA arasındaki korelasyon 
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Tablo 4.8. Sigara içen gönüllülerden elde edilen ham veriler  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          
                
   
Kuyruk Uzunluğu Kuyruktaki % DNA Kuyruk Momenti 
isim yaş cinsiyet günlük sigara kullanım yılı Kuyruk Uzunluğu Kuyruktaki % DNA Kuyruk Momenti   H2O2'li   H2O2'li   H2O2'li 
PE1 36 E 20 20 15,6 ± 12,72 33,77 ± 29,02 8,75 ± 9,74 31,58 ± 10,22 58,62 ± 12,35 19,42 ± 9,05 
PE2 45 E 20 35 7,05 ± 7,44 21,26 ± 23,41 3,13 ± 4,47 32,17 ± 7,68 67,93 ± 11,05 22,45 ± 7,83 
PE3 26 E 20 10 3,40 ± 4,37 7,45 ± 13,32 0,71 ± 1,62 30,33 ± 15,70 59,54 ± 27,33 22,06 ± 15,15 
PE4 31 E 15 10 3,74 ± 5,27 10,54 ± 16,44 1,18 ± 2,85 11,09 ± 9,10 26,71 ± 21,36 4,72 ± 5,40 
PE5 22 E 15 5 5,77 ± 8,21 18,57 ± 25,30 2,83 ± 5,42 27,20 ± 12,25 58,36 ± 20,51  17,87 ± 12,19 
PE6 33 E 25 15 1,96 ± 3,89 4,83 ± 10,11 0,43 ± 1,71 17,29 ± 13,05 39,79 ± 24,65 9,88 ± 11,29 
PE7 31 E 15 15 9,44 ± 8,63 22,90 ± 23,19 4,07 ±5,62 21,82 ± 5,38 55,05 ± 11,50 12,55 ± 5,20 
PE8 25 E 20 8 5,29 ± 6,21 12,58 ± 14,41 1,47 ±3,06 26,03 ± 6,04 53,95 ± 10,90 14,42 ± 5,36  
PE9 35 E 15 16 4,31 ± 5,64  11,36 ± 17,24 1,34 ±2,92 11,69 ± 6,14 35,31 ± 16,03  5,03 ± 4,19 
PE10 30 E 20 12 15,99 ± 14,97 30,19 ± 29,40  8,85 ± 12,34 28,29 ± 9,10 67,25 ± 14,30 20,12 ± 9,08 
PE11 39 E 40 20 6,74 ± 7,46 19,97 ± 21,71 2,88 ± 4,50 25,82 ± 8,58 59,26 ± 17,19 16,52 ± 8,12 
PE12 23 E 10 4 4,16 ± 6,75 10,26 ± 16,60 1,42 ± 3,20 32,90 ± 8,73 66,30 ± 12,08 22,63 ± 8,52 
PE13 21 E 10 7 4,67 ± 5,54 13,60 ± 18,16 1,52 ± 2,85 26,98 ± 9,73 59,83 ± 16,70 17,59 ± 9,55 
PE14 27 E 10 5 3,32 ± 7,14 8,09 ± 15,97 1,27 ± 3,70 29,28 ± 10,40 55,36 ± 18,68 17,81 ± 10,74 
PE15 26 E 10 6 3,52 ± 6,77 9,86 ± 17,52 1,35 ± 4,02 43,94 ± 8,48 78,49 ± 8,91 34,84 ± 8,94 
PK1 25 K 20 1,5 2,44 ± 5,05 6,74 ± 14,95 0,79 ± 2,57 41,01 ± 7,15 73,87 ± 9,68  30,74 ± 8,19 
PK2 38 K 20 16 2,35 ± 3,06 7,77 ± 11,43 0,46 ± 0,95 23,01 ± 5,80 43,62 ± 10,23 10,31 ± 4,20 
PK3 40 K 20 25 5,38 ± 8,70 14,56 ± 21,48  2,51 ± 5,92 25,54 ± 13,34 56,48 ± 24,40 17,40 ± 11,77 
PK4 30 K 20 15 2,83 ± 4,76 8,70 ± 17,83 1,00± 2,94 19,71 ± 13,10 44,03 ± 25,37 11,79 ± 11,07 
PK5 28 K 30 14 4,21 ± 6,89 10,06 ± 17,76 1,50 ± 3,79 25,37 ± 8,76 49,19 ± 16,96 13,64 ± 8,34 
PK6 27 K 10 5 4,09 ± 5,92  8,70 ± 14,16 1,04 ± 3,45 23,99 ± 9,10  57,17 ± 19,55 15,27 ± 8,36 
PK7 30 K 20 10 2,23 ± 3,86 7,87 ± 13,12 0,56 ± 1,89 20,06 ± 5,93 48,44 ± 9,39 10,05 ±4,34 
PK8 38 K 10 10 7,55 ± 8,86 14,19 ± 17,32 2,43 ± 4,65 22,59±9,36 48,48 ± 16,37 12,21 ± 7,18 
PK9 30 K 30 15 2,68 ± 5,62 3,35 ± 7,67 0,47 ± 2,29 13,39 ± 7,25 24,96 ± 14,66 4,18 ± 3,66 
PK10 29 K 15 14 6,44 ± 8,95  15,40 ± 21,09 2,73 ± 5,03 15,62 ± 12,58 33,13 ± 24,26 7,99 ± 10,77 
PK11 39 K 10 14 2,69 ± 6,11 10,00 ± 23,50 1,51 ± 4,99 23,69 ± 16,24 45,11 ± 28,67 14,94 ± 13,63 
PK12 30 K 10 3 6,67 ± 9,20 15,94 ± 23,09 3,00 ± 6,22 19,09 ± 8,67 47,40 ± 17,26 10,26 ± 7,56 
PK13 29 K 10 10 3,10 ± 6,77 7,27 ± 17,85 1,36 ± 4,67 27,92 ± 12,61 50,54 ± 22,73 16,69 ± 12,11 
PK14 28 K 30 10 3,99 ± 6,75 11,91 ± 19,83 1,68 ± 4,26 37,14 ± 11,75 69,34 ± 16,07 27,40 ± 13,19 
PK15 26 K 10 1 1,73 ± 4,13 4,75 ± 12,60 0,53 ± 1,97 33,45 ± 11,33 58,64 ± 15,85 20,94 ± 11,61 
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Tablo 4.9. Sigara içmeyen gönüllülerden elde edilen ham veriler 
İSİM YAŞ CİNSİYET Kuyruk Uzunluğu Kuyruktaki % DNA Kuyruk Momenti Kuyruk Uzunluğu  H2O2'li 
Kuyruktaki % DNA 
H2O2'li Kuyruk Momenti + H2O2'li 
NE1                                      23 E 8,14 ± 8,19 18,70 ± 20,07 2,99 ± 4,28 23,26 ± 8,25 52,99 ±15,40 13,44 ± 7,33 
NE2                                      28 E 2,03 ± 3,09 6,50 ± 14,83 0,47 ± 1,34 7,21 ± 6,21 21,34 ± 19,65 2,64 ± 3,68 
NE3                                      29 E 2,35 ± 3,66 8,13 ± 12,06 0,57 ±  1,31 14,67 ± 7,98 40,36 ± 19,41 7,32 ± 5,95 
NE4                                      24 E 3,60 ± 6,60 7,11 ± 14,65 1,12 ± 3,37 27,88 ± 8,13 56,71 ± 13,69  16,64 ± 6,86 
NE5                                      27 E 4,20 ± 5,80 13,16 ± 19,26 1,55 ± 3,03 14,55 ± 7,90 39,21 ± 17,43 6,82 ± 5,74 
NE6                                      32 E 3,23 ± 4,77 10,16 ± 15,01 0,95 ± 2,13 10,97 ± 7,53 29,79  ± 17,87 4,45  ± 4,51 
NE7                                      31 E 2,44 ± 4,71 8,85 ± 17,09 0,93 ± 3,13 15,32 ±7,22 40,92 ± 18,71 7,41 ± 5,77 
NK1                                      28 K 2,85 ± 4,34 9,52 ± 13,89  0,79 ± 1,91 25,60 ± 9,57 58,78 ± 16,09 16,24 ± 8,51 
NK2                                      40 K 4,09 ± 6,33 11,85 ± 17,49 1,41 ± 3,29 18,42 ± 8,72 48,53 ± 19,13 10,43 ± 7,57 
NK3                                      27 K 2,06 ±  4,18 5,67 ±  14,18 0,63 ±  2,28 21,44  ± 13,43 47,49  ± 26,77 13,54  ± 11,74 
NK4                                      27 K 2,57 ±  4,47 9,62 ± 16,11 0,89 ± 2,11 8,14 ±  8,42 20,70 ±  21,70 3,28 ±  4,89 
NK5                                      28 K 3,39 ± 4,67 8,78 ± 13,44  0,88 ± 2,35 12,18 ± 7,81 31,93 ± 18,19 5,09 ± 5,30 
NK6                                      22 K 5,18 ± 8,02 13,67 ± 21,40 2,29 ± 5,78 35,59 ± 9,73 71,29 ± 12,17 26,21 ± 9,34 
NK7                                      33 K 7,99 ± 8,48 16,38 ± 19,59 2,71 ± 4,58 35,65 ± 7,94 73,68 ± 10,11 26,93 ± 8,69 
NK8                                      25 K 1,60 ± 4,29 5,69 ± 15,46 0,72 ± 2,98 23,82 ± 12,87  51,57  ± 23,58 14,93  ± 12,02 
NK9                                      44 K 3,67  ± 5,24  12,91 ± 19,59 1,43 ± 3,08 16,78 ± 10,85 38,83 ± 23,22 8,77 ± 7,55 
NK10                                     27 K 3,57 ± 5,86 11,93 ± 19,09 1,47 ± 3,37 13,77 ± 9,48 36,07 ± 20,24 6,62 ± 6,68 
NK11                                     27 K 3,18 ± 6,35 10,53 ± 20,85 1,56 ± 4,64 16,29 ± 12,09 37,42 ± 25,34  8,82 ± 10,22 
NK12                                     32 K 2,43 ± 4,77 8,20 ± 17,56  0,97 ± 3,33 15,94 ± 12,49 37,59 ± 28,84  9,29 ± 9,81 
NK13                                     30 K 3,32 ± 6,07  10,86 ± 20,13 1,38 ± 3,64 36,19 ± 7,50 69,99 ± 9,08  25,74 ± 7,69 
43 
 
 
 
 
5. TARTIŞMA 
Dünya Sağlık Örgütü’nün Sigara Salgını raporuna göre, Türkiye dünyada en fazla 
sigaranın içildiği 10 ülke arasına girmektedir (WHO, 2008). Sigara ve diğer tütün 
mamullerinin; kanser, kardiyovasküler sistem ve solunum sistemi hastalıklarına yol 
açtığı, uzun süreli maruziyetin, sağlık sorunlarını ağırlaĢtırdığı kanıtlanmıĢtır (Karlıkaya 
2006, Vineis vd 2007, Barcala vd 2007, Giovino 2007). Son yıllarda, sigaraya bağlı 
birçok sorunun oluĢumunun yanısıra genotoksisiteye de yol açması ve klinik seyir ile 
genotoksisite arasındaki kuvvetli iliĢki önemli tartıĢma konularındandır (AkbaĢ vd 
2001, Karlıkaya 2004, Kayaalp vd 2005). Genotoksisitenin artıĢı ileinsanlarda kanser 
oluĢumu arasındaki bağlantı kanıtlanmıĢtır (Bonassi vd, 1995). Bugün belki de kansere 
neden olan en yaygın çevresel etken tütün ürünleridir. Tütün ürünleri baĢta akciğer, ağız 
boĢluğu ve komĢu doku kanserleri olmak üzere birçok kansere neden olmaktadır (Doll 
ve Peto, 1981; Wogan vd, 2004). Eksojen kaynaklı DNA hasarlarıyla oluĢan 
mutasyonlar ve gen anlatımındaki değiĢikliklerle etkinliği artan endojen DNA hasarları 
çoğu kanser vakasında birlikte rol almaktadır. Bu nedenle oluĢan endojen DNA 
hasarlarının eksojen DNA hasarları ile etkileĢimini bilmek kanser ve diğer hastalıkların 
geliĢimini anlamak için önemlidir (De Bont ve Van Larebeke, 2004).  
DNA hasarını belirlemede, diğer yöntemlerle karĢılaĢtırıldığında comet yöntemi; 
düĢük seviyedeki DNA hasarını belirleyebilmesi, az miktarda biyolojik materyal ile 
çalıĢılabilmesi, ekonomik ve uygulaması kolay olması, kısa sürede tamamlanabilmesi 
özellikleriyle öne çıkmaktadır (Tice vd, 2000). Wu vd (2005) nikotinin pH 8’de kültüre 
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edilmiĢ normal hücrelerde, pH 6.5'da kültüre edilmiĢ hücrelere göre daha fazla DNA 
kırığına sebep olduğunu comet analizliyle göstermiĢlerdir. Mukherjee vd (2013) tütün 
dumanına ve petrol gazına maruz kalan sigara içmeyen kiĢileri çalıĢma grubu olarak ele 
almıĢlardır ve kontrol gruplarıyla karĢılaĢtırıldığında bu kiĢilerin balgamındaki hem 
inflamatuar hem de epitelyum hücrelerinde comet yöntemiyle oldukça yüksek oranda 
DNA hasarı saptamıĢlardır. da Silva vd (2013) tütün yapraklarındaki organik ve 
inorganik karıĢımlara maruz kalan çiftçiler için olası riski araĢtırmak adına, tütün 
yapraklarında yaĢayan Helixaspersa’daki genotoksik etkiyi comet yöntemi ile ölçerek; 
tütün yapraklarına farklı zaman periyotlarında maruz kalmanın belirgin DNA hasarı 
oluĢturduğunu saptamıĢlardır. Hang vd (2013) sigara dumanının insan hücrelerinde 
oluĢturabileceği DNA hasarını araĢtırmıĢlar ve sonuç olarak comet yönteminin 
numunedeki çok düĢük miktardaki kimyasalların etkilerini test etmede oldukça 
kullanıĢlı olduğu kanısına varmıĢlardır. 
ÇalıĢmamızda sigara içen ve içmeyenler arasında bazal DNA hasarı ve H2O2 ile 
indüklenmiĢ DNA hasarı 3 farklı comet parametresi incelenerek araĢtırıldı. Kuyruk 
uzunluğu, kuyruktaki % DNA ve kuyruk momenti parametrelerine bakıldığında, sigara 
içenler ve içmeyenlerin bazal DNA hasarı açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark 
bulunamadı. Ancak H2O2 ile indüklenmiĢ DNA hasarı açısından kuyruk uzunluğu ve 
kuyruk momenti parametrelerinde anlamlı bir fark bulundu (p<0,05). Sigara içenlerde 
oranların daha yüksek olduğu dikkat çekti. 
Sigara içen kiĢilerde çeĢitli yöntemlerle DNA hasarını inceleyen çalıĢmaların 
sonuçları tartıĢmalıdır.Hoffmann vd (2005) tarafından gerçekleĢtirilen sigaranın DNA 
üzerindeki potansiyel etkilerini periferal kan örneklerinde comet yöntemiyle inceleyen 
bir meta analiz çalıĢmasında 37 çalıĢmadan sadece 14'ünde sigara içen ve içmeyenler 
arasında bir fark saptandığı ve istatistiksel analiz sonuçlarının verildiği belirtilmiĢtir. 
Diğer çalıĢmalardan beĢinde yine sigara içen ve içmeyenler arasında bir fark saptanmıĢ 
fakat veriler ve istatistiksel analiz sonuçları belirtilmemiĢtir. Bu çalıĢmalardan sadece 
birinde (Piperakis vd 1998) sigaranın genotoksik etkisinden söz edilmiĢ fakat diğer dört 
çalıĢmada sigara içen ve içmeyenler arasında bir fark saptanmamıĢtır. Bazı diğer 
çalıĢmalarda da zayıf istatistiksel analizler ve biaslara dikkat çekilmiĢtir.Dinçer vd 
(2003) tarafından günde 20 adet sigara içen 27 erkek ve sigara içme alıĢkanlığı olmayan 
23 erkek bireyin kan örnekleri alınarak yapılan çalıĢmada ise, lökosit DNA'sındaki 
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hasar ve tam kanda GSH düzeyi incelenmiĢtir. DNA zincir kırığı sıklığı comet yöntemi 
ile ölçülmüĢ, kuyruktaki % DNA parametresine bakılmıĢ ve sigara içen bireylerde, 
içmeyenlere göre anlamlı olarak yüksek (p<0.001) bulunmuĢtur Cloos vd (1996) boğaz 
ve baĢ skuamoz hücre tümörüne sahip hastalarda gerçekleĢtirilen bir çalıĢmada, sigara 
kullanımının lenfositlerde DNA hasarını etkilemediğini ileri sürmüĢlerdir. Ginzkey vd 
(2013) insan kan lenfositlerine 1µM -1mM aralığındaki dozlarda nikotin ile muamele 
etmiĢler, suplementli RPMI mediumu negatif kontrol olarak 100 µM konsantrasyondaki 
metilmetan sülfonatı pozitif kontrol olarak kullanmıĢlardır. Comet analizinden elde 
edilen sonuçlara göre negatif kontrol ile karĢılaĢtırıldığında DNA migrasyonunda artıĢ 
gözlenmemiĢ olup 24 saatlik süre sonucunda da belirgin bir DNA hasarı 
belirlenememiĢtir.  
ÇalıĢmamızda günde en az 10 adet sigara içen kiĢiler çalıĢmaya alındı. Sigara içen 
bireylerin bazal DNA hasarıyla bir günde içtikleri sigara sayısı arasında bir korelasyon 
saptanmadı. Tüm gönüllülerin yaĢları ile bazal DNA hasarı arasında bir iliĢki 
bulunamadı. Ayrıca sigara içen bireylerin sigara içtikleri süre (yıl) ile bazal DNA hasarı 
arasında bir iliĢki olup olmadığı araĢtırıldı ve istatistiksel açıdan anlamlı bir iliĢki 
kaydedilmedi.Zhu vd (1999) yaptığı araĢtırmada ise bu araĢtırmadan farklı olarak sigara 
sayısının artıĢıyla DNA hasarının da belirgin derecede artığı gözlenmiĢtir.  
ÇalıĢmamızda erkeklerin sigaranın zararlı etkisinden daha fazla etkilendiği görüldü. 
Kuyruk uzunluğu ve kuyruktaki % DNA parametrelerinde, sigara içen erkeklerin 
kadınlara oranla daha yüksek oranda bazal DNA hasarına sahip olduğu görüldü 
(p<0.05). Yine sigara içen gönüllü grubunda H2O2 ile indüklenmiĢ DNA hasarı 
bakımından kadın ve erkekler arasında anlamlı bir fark görülmedi. Söylemez vd (2012) 
tarafından, 60 sigara içen ve 60 sigara içmeyen gönüllü bireyden alınan periferal kan 
örnekleriyle, lenfosit hücrelerindeki DNA hasarı, comet yöntemi kullanılarak incelenmiĢ 
ve gerçekleĢtirilen çalıĢmada; sigara içen ve içmeyen gruplar arasında comet uzunluğu, 
kuyruk momenti ve olive kuyruk momenti, comet parametreleri açısından yüksek 
derecede anlamlılık bulunmuĢtur (p<0.01). Sigara içen kadınların içmeyenlere oranla 
DNA hasarı comet uzunluğu, comet yoğunluğu, baĢ uzunluğu, baĢ yoğunluğu, kuyruk 
uzunluğu, kuyruk yoğunluğu, (p<0.01), kuyruk momenti, (p<0.05) parametrelerine göre 
daha fazladır. Buna karĢın, sigara içen ve içmeyen erkek grupları arasında kuyruktaki % 
DNA ve olive kuyruk momenti parametreleri açısından anlamlılık gözlenmiĢtir 
(p<0.05). Sigara indeksi açısından kadınlarda tüm kan örnekleri çalıĢılan 
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cometparametreleri ile karĢılaĢtırıldığında, kuyruk momenti dıĢındaki bütün 
parametreler ile istatistiksel olarak anlamlılık bulunmuĢtur (p<0.05). Diğer taraftan, 
erkek grubundaki kan örneklerinde comet uzunluğu, baĢ uzunluğu, baĢ yoğunluğu, 
kuyruk yoğunluğu ve olive kuyruk momentinde anlamlılık gözlenmiĢtir (p<0.05). Sonuç 
olarak, sigaranın DNA hasarlarına sebep olduğu ve kadınların, sigaranın zararlı 
etkilerine karĢı daha duyarlı olduğu söylenilebilir denilmiĢtir (Söylemez 2012). 
El- Zein vd (2010) tarafından yapılan çalıĢmada,30 akciğer kanseri teĢhisi konulmuĢ 
(yeni teĢhis konulmuĢ, kemoterapi ve radyoterapi görmemiĢ kiĢiler), 90 kiĢilik bir 
kontrol grubu (kanser vaka hikayesi olmayan), 30 sigara içmeyen, 30 sigarayı bırakmıĢ, 
30 halen sigara içen ve kanser belirtisi görülmemiĢ kiĢiler gönüllü olmuĢtur. Akciğer 
kanser vakaları; sigara kullanmayanlardan 6, eski kullanıcılardan 3 ve hala 
kullananlardan bir kat daha yüksek seviyede DNA hasarına sahiptir. En yüksek hasar 
seviyesine akciğer kanseri hastaları sahipken, bunu halen sigara içenler takip etmektir. 
Sigara içmeyenlerin ise en az DNA hasar seviyesine sahip olduğu 
gözlenmiĢtir.Nakayama vd (1985) sigara içen bireylerin dokularında karsinojen DNA 
eklentilerinin düzeyinin daha yüksek olduğunu göstermiĢ ve sigara içen bireylerde 
tütünde bulunan elektrofilik maddeler nedeni ile DNA kırıklarının oluĢtuğu öne 
sürmüĢtür. ÇalıĢmamızda karsinojen DNA eklentileri ve sigara madde içerikleri ile ilgili 
bir araĢtırma yapılmadı. 
AkbaĢ vd (2001) sigara kullanımının; KKD bazında genotoksik etkisi ve özgün 
bağıĢık sisteminin en önemli hücresel elamanları olan lenfositlerde (hücre düzeyinde) 
yaĢam süresi üzerine etkileri incelenmiĢtir. KKD oranları sigara içmeyenlere göre sigara 
içenlerde (kadınlarda, erkeklerde ve genel toplamda) daha yüksek olduğu belirlenerek, 
sigaranın kardeĢ kromatid değiĢimi bazında genotoksik etkisi belirlenmiĢtir. Aynı 
Ģekilde sigara kullanımının kadınlarda, erkeklerde ve genel toplamda, lenfosit sayısını 
ve lenfositlerin mitoza giriĢ hızını artırdığı belirlenmiĢ ve lenfosit oluĢum hızının sayısal 
değer artıĢından daha yüksek olması nedeniyle sigara kullanımının lenfositlerde yaĢam 
süresini kısalttığı saptanmıĢtır. ÇalıĢmamızda mitotik indeks, hücre canlılığı ve 
apoptotik süreçler değerlendirilmedi.  
Fracasso vd (2006) lenfositlerde DNA hasarını ve onarımını comet yöntemi ile 
belirleyerek sigaranın muhtemel etkilerini göstermek amaçlı çalıĢmalarında sigara 
içmeyen, sigarayı bırakan ve aktif içici çalıĢma grupları arasında diğer gruplarla 
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karĢılaĢtırıldığında aktif içicilerde oldukça yüksek oranda bazal DNA hasarı tespit 
etmiĢler fakat DNA migrasyonu üzerinde sigaranın etkisini gösterememiĢlerdir. Tek 
baĢına hasarın tespiti diğer çalıĢmalarla uyumlu bulunmamıĢtır. Sigarayı bırakan 
kiĢilerin kuyruktaki % DNA, comet sayısı ve sigarayı bırakma yılı arasında ters bir 
korelasyon olduğu ve kontrol sınırı saptamak için yıl karĢılaĢtırması yapıldığında 17 
yıllık bir periyodun gerekli olduğu saptanmıĢtır. ÇalıĢmamızda sigarayı bırakanlar az 
sayıda (3 kiĢi) olduğu için araĢtırmaya alınmadı. AraĢtırma sigarayı bırakanları da 
içeren daha fazla gönüllüyle yeniden planlanabilir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 
Sonuç olarak sigara içen ve içmeyenler arasındaki genotoksik hasarı comet 
yöntemiyle araĢtırdığımız bu çalıĢmada her ne kadarkuyruk uzunluğu, kuyruk momenti 
ve kuyruktaki % DNA parametrelerine göre bazal DNA hasarı açısından istatistiksel 
olarak anlamlı bir fark görülmese de sigara içenlerde belirgin bir DNA hasarı artıĢı 
saptandı. Bu hasar kadınlara oranla erkeklerde daha fazlaydı. Kullanılan sigara sayısı ve 
sigara içme süresi (yıl) ile DNA hasarı arasında bir iliĢki bulunmadı. DNA hasarı ile 
gönüllü gruplarının yaĢları arasında bir iliĢki bulunmadı. DNA hasarına meslek, 
beslenme gibi çevresel etmenlerin katkısı değerlendirilmedi. 
Comet yönteminin yanısıra diğer genotoksisite analizleriyle yapılan pek çok çalıĢma 
da sigaranın DNA hasarı ve DNA tamir mekanizmalarına olumsuz etkisinin varlığını 
göstermektedir. Ancak comet yöntemi, daha hassas bir yöntem olması bakımından 
sigaranın oluĢturduğu DNA hasarını belirlemede bir tarama yöntemi olarak öne 
çıkabilir. 
Ayrıca DNA hasarına yönelik lenfositler dıĢında sigara dumanının geçiĢ yolu olan 
ağız içi ve soluk borusundan elde edilebilecek epitel hücreleriyle de yeni çalıĢmalar 
planlanabilir ve karĢılaĢtırılabilir. Ayrıca hücrelerin apoptoz süreçleri de araĢtırılarak 
çalıĢma farklı yöntemlerle de desteklenebilir. 
Piyasada bulunan farklı sigara formlarının sebep olabilecekleri genotoksik hasara 
iliĢkin karĢılaĢtırmalı çalıĢmalar yapılabilir. Bu çalıĢmalarda; sigaralar içerdikleri 
nikotin miktarına, karbonmonoksit miktarına, katran miktarına, fiziksel formuna, 
filtrelerinin farklılıklarına, aromalarına göre sınıflandırılarılabilir. Tütün bitkisinin 
sigara dıĢında puro, pipo, sarma tütün, nargile gibi farklı formlarının da iĢlendiği ve 
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tüketildiği bilinmektedir. Tütünün bu farklı formlarını tüketen kiĢilerde de DNA 
hasarını değerlendirme amacıyla yeni araĢtırmalara da ihtiyaç vardır.  
Sigarayı bırakmaya yönelik üretilen ürünlerin (elektronik sigara, nikotin sakızları, 
nikotin bantları ve benzeri ürünler ile nikotin bağımlılığına yönelik tedavi amaçlı 
ilaçlar) DNA hasarı oluĢturup oluĢturmadığı, sigara kullanılan dönemle karĢılaĢtırılarak 
DNA üzerinde nasıl değiĢiklikler oluĢturduğu araĢtırılabilir. Sigara bırakıldıktan sonraki 
aĢamada, belirli periyotlarla alınan örneklerde, DNA hasarı ve tamir mekanizmaları 
yeniden değerlendirilebilir. 
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Ek 1. 
PAMUKKALE ÜNİVERSİTESİ 
GİRİŞİMSEL OLMAYAN KLİNİK ARAŞTIRMALAR ETİK KURULU 
 
BİLGİLENDİRİLMİŞ GÖNÜLLÜ OLUR BELGESİ 
(Çalışma grubu için) 
 “SĠGARA ĠÇEN KĠġĠLERDE GENOTOKSĠK HASARIN COMET YÖNTEMĠYLE 
BELĠRLENMESĠ” isimli bir çalıĢmada yer almak üzere davet edilmiĢ bulunmaktasınız. Bu çalıĢma, 
araĢtırma amaçlı olarak yapılmaktadır. Sizin de bu araĢtırmaya katılmanızı öneriyoruz. ÇalıĢmaya katılım 
gönüllülük esasına dayalıdır. ÇalıĢmaya katılma konusunda karar vermeden önce araĢtırmanın ne amaçla 
yapılmak istendiğini ve nasıl yapıldığını, sizinle ilgili bilgilerin nasıl kullanılacağını, çalıĢmanın neler 
içerdiğini bilmeniz önemlidir. Lütfen aĢağıdaki bilgileri dikkatlice okuyun ve sorularınıza açık yanıtlar 
isteyin. ÇalıĢma hakkında tam olarak bilgi sahibi olduktan sonra ve sorularınız cevaplandıktan sonra eğer 
katılmak isterseniz sizden bu formu imzalamanız istenecektir. 
 
 Çalışmanın amaçları ve dayanağı nelerdir, benden başka kaç kişi bu çalışmaya 
katılacak?  
Bu çalıĢmada söz konusu mutajenik riskin oluĢup oluĢmadığının tespitine yönelik olarak; son yıllarda 
geliĢtirilen ve DNA'daki çok küçük harabiyetlerin bile hassas biyogöstergesi olduğu kabul edilen ve kısa 
sürede yanıt alınan Comet inceleme tekniği ile sigara içmeyen sağlıklı kiĢilerle, sigara içen kiĢilerin DNA 
hasarı bakımından karĢılaĢtırılması amaçlanmıĢtır.  
AraĢtırmaya dahil edileceklerin gruplandırması aĢağıdaki Ģekildedir. 
Gönüllülerin Niteliği ve Sayıları 
I.Grup (Sigara içen yetişkinler): Bilinen herhangi bir  kronik rahatsızlığı bulunmayan ve halen herhangi 
bir ilaç kullanmayan, 20yaĢ üstü kadın ve erkek gönüllüler :30 kiĢi 
II. Grup (Sigara içmeyen sağlıklılar): 
YaĢadığı evde sigara içicisi olmayan, bilinen herhangi bir  kronik rahatsızlığı bulunmayan ve halen 
herhangi bir ilaç kullanmayan, 20 yaĢ üstü kadın ve erkek gönüllüler :20 kiĢi 
Bu araĢtırma tek merkez tarafından yürütülen multidisipliner bir çalıĢma olacaktır. 
Multidisipliner  araĢtırmaya katılan birimler : 
Pamukkale Üniversitesi Tıp Fakültesi Göğüs Hastalıkları Anabilim Dalı 
 Bu çalışmaya katılmalı mıyım? 
Bu çalıĢmada yer alıp almamak tamamen size bağlıdır. Eğer katılmaya karar verirseniz bu yazılı 
bilgilendirilmiĢ olur formu imzalamanız için size verilecektir. ġu anda bu formu imzalasanız bile 
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istediğiniz herhangi bir zamanda bir neden göstermeksizin çalıĢmayı bırakmakta özgürsünüz. Eğer 
katılmak istemezseniz veya çalıĢmadan ayrılırsanız, doktorunuz tarafından size uygulanan tedavide 
herhangi bir değiĢiklik olmayacaktır. ÇalıĢmanın herhangi bir aĢamasında onayınızı çekmek hakkına 
da sahipsiniz.  
 
 Bu çalışmaya katılırsam beni neler bekliyor? 
Hasta Seçimi: Tüm kiĢiler göğüs hastalıkları uzmanı tarafından incelenecek ve kaydedilecektir. 
Sigara içme alıĢkanlığı olan, en az 10 adet/gün sigara içen gönüllülerden 5 ml venöz kan örneği 
alınacaktır. Bu kiĢilerle benzer sosyodemografik özelliklere sahip ancak sigara içmeyen gönüllüler ise 
kontrol grubunu oluĢturacaktır. Bu kiĢilerde de araĢtırmanın veri toplama süreci, sigara içen 
gruplardakiyle aynı Ģekilde planlanacaktır. Ailesinde herhangi bir kalıtsal hastalığı bulunanlar 
araĢtırmaya alınmayacaktır. 
 
Zamanlama çizelgesi:  
  
YAPILACAK İŞ 
AYLAR 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Literatür Taraması * * * * * * * * * * * * 
Örneklem seçimi, Materyal 
temini ve Deneysel ÇalıĢma  
 * * * * * * * *    
Verilerin Değerlendirilmesi         * * *  
Sonuç ve RAPOR           * * 
  
 Çalışmada yer almamın yararları nelerdir? 
AraĢtırmadan tıbbi olarak bir yarar sağlaması söz konusu değildir; yalnızca araĢtırma amaçlıdır ve 
doğrudan yarar görülmesi ya da tedavinin seyrinin değiĢtirilmesi beklenmemelidir. 
 Bu çalışmaya katılmamın maliyeti nedir?  
ÇalıĢmaya katılmakla herhangi bir parasal yük altına girmeyeceksiniz ve size de herhangi bir ödeme 
yapılmayacaktır.  
 Kişisel bilgilerim nasıl kullanılacak?  
AraĢtırıcınız kiĢisel bilgilerinizi; araĢtırmayı ve istatiksel analizleri yürütmek için kullanacaktır ve kimlik 
bilgileriniz çalıĢma boyunca araĢtırıcınız tarafından gizli tutulacaktır. ÇalıĢmanın sonunda, araĢtırma 
sonucu ile ilgili olarak bilgi istemeye hakkınız vardır. Yazılı izniniz olmadan, sizinle ilgili bilgiler baĢka 
kimse tarafından görülemez ve açıklanamaz. ÇalıĢma sonuçları çalıĢma tamamlandığında bilimsel 
yayınlarda kullanılabilecektir, ancak kimliğiniz açıklanmayacaktır. 
 Daha fazla bilgi, yardım ve iletişim için kime başvurabilirim?  
ÇalıĢma ile ilgili bir sorununuz ya da çalıĢma ile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz olduğunda aĢağıdaki kiĢi 
ile lütfen iletiĢime geçiniz.  
ADI                   :   
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GÖREVĠ           : TELEFON         :  
(Gönüllünün/Hastanın Beyanı) 
PAÜ TF  Tıbbi Biyoloji  Anabilim dalında, Doç. Dr. AyĢe Gaye Tomatır tarafından tıbbi bir araĢtırma 
yapılacağı belirtilerek  bu araĢtırma ile ilgili yukarıdaki bilgiler bana aktarıldı ve ilgili metni okudum. 
Bu bilgilerden sonra böyle bir araĢtırmaya “katılımcı” olarak davet edildim. 
   Bana yapılan tüm açıklamaları ayrıntılarıyla anlamıĢ bulunmaktayım. Bu koĢullarla söz konusu klinik 
araĢtırmaya kendi rızamla, hiç bir baskı ve zorlama olmaksızın, gönüllü olarak katılmayı kabul ediyorum. 
a. Araştırmaya katılmayı reddetme hakkına sahip olduğum bana bildirildi. Bu durumun tıbbi 
bakımıma ve hekim ile olan ilişkime herhangi bir zarar getirmeyeceğini de biliyorum.  
b. Sorumlu araştırmacı/hekime haber vermek kaydıyla, hiçbir gerekçe göstermeksizin istediğim 
anda bu çalışmadan çekilebileceğimin bilincindeyim. Bu çalışmaya katılmayı reddetmem ya da 
sonradan çekilmem halinde hiçbir sorumluluk altına girmeyeceğimi ve bu durumun şimdi ya 
da gelecekte gereksinim duyduğum tıbbi bakımı hiçbir biçimde etkilemeyeceğini 
biliyorum.(Ancak araştırmacıları zor durumda bırakmamak için araştırmadan çekileceğimi 
önceden bildirmemin uygun olacağının bilincindeyim). 
c. Çalışmanın yürütücüsü olan araştırmacı/hekim, çalışma programının gereklerini yerine 
getirme konusundaki ihmalim nedeniyle tıbbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi 
koşuluyla onayımı almadan beni çalışma kapsamından çıkarabilir. 
d. Çalışmanın sonuçları bilimsel toplantılar ya da yayınlarda sunulabilir. Ancak, bu tür 
durumlarda kimliğim kesin olarak gizli tutulacaktır.  
e. Araştırma için yapılacak harcamalarla ilgili olarak herhangi bir parasal sorumluluk altına 
girmiyorum. Bana da bir ödeme yapılmayacaktır.  
f. Bu formun imzalı bir kopyası bana verilecektir. 
 
Katılımcı                    
Adı, soyadı: 
Adres: 
Tel:  
Ġmza: 
Tarih: 
  
GörüĢme tanığı     Bilgilendiren  AraĢtırıcı  
Adı soyadı, unvanı:    Adı, soyadı: 
Adres:      Adres: 
Tel:      Tel: 
Ġmza:      Ġmza: 
Tarih:      Tarih: 
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Ek 2. 
 
PAMUKKALE ÜNĠVERSĠTESĠ 
GĠRĠġĠMSEL OLMAYAN KLĠNĠK ARAġTIRMALAR ETĠK KURULU 
 
 
BĠLGĠLENDĠRĠLMĠġ GÖNÜLLÜ OLUR BELGESĠ 
(Sağlıklı kontrol grubu için) 
 
Doç. Dr. AyĢe Gaye Tomatır’in sorumlu araĢtırmacısı olduğu, SĠGARA ĠÇEN KĠġĠLERDE 
GENOTOKSĠK HASARIN COMET YÖNTEMĠYLE BELĠRLENMESĠ” isimli bir araĢtırma yapılması 
planlanmaktadır. 
ÇalıĢmanın amacı söz konusu mutajenik riskin oluĢup oluĢmadığının tespitine yönelik olarak; son 
yıllarda geliĢtirilen ve DNA'daki çok küçük harabiyetlerin bile hassas biyogöstergesi olduğu kabul edilen 
ve kısa sürede yanıt alınan Comet inceleme tekniği ile sigara içmeyen sağlıklı kiĢilerle, sigara içen 
kiĢilerin DNA hasarı bakımından karĢılaĢtırılmasıdır. 
Bu çalıĢmanın bilimsel olarak yürütülebilmesi için, araĢtırmaya katılan hasta kiĢiler dıĢında, sağlıklı 
kiĢilerden 5 ml kan alınmasına  gereksinim vardır. Bu sayede, hasta kiĢilerin verileri, siz sağlıklı kiĢiler ile 
karĢılaĢtırılabilecektir. 
Bu çalıĢmaya, “sağlıklı kontrol grubu” olarak katılmayı kabul ederseniz, sizden istenen tek Ģey, bir 
kez 5 ml kan vermenizdir.  
Vereceğiniz kanda, DNA hasarı araĢtırılacaktır. AraĢtırıcınız sizden elde edilen sonuçları, araĢtırmayı 
ve istatistiksel analizleri yürütmek için kullanacaktır ancak kimliğiniz gizli tutulacaktır. 
Bu çalıĢmada yer alıp almamak tamamen size bağlıdır. Eğer katılmaya karar verirseniz bu yazılı 
bilgilendirilmiĢ olur formu imzalamanız için size verilecektir. 
(Katılımcının Beyanı) 
PAÜ TF Tıbbi Biyoloji Anabilim dalında, Doç. Dr. AyĢe Gaye Tomatır tarafından tıbbi bir araĢtırma 
yapılacağı belirtilerek  bu araĢtırma ile ilgili yukarıdaki bilgiler bana aktarıldı ve ilgili metni okudum.  
 Bu koĢullarla “sağlıklı kontrol grubu” olarak, bir kez, 5 ml kan vermeyi kabul ediyorum. 
Bu formun imzalı bir kopyası bana verilecektir. 
Katılımcı:  
Adı, soyadı: 
Adres: 
Tel:  
Ġmza: 
Tarih:Katılımcı ile görüĢen araĢtırıcı: 
Adı soyadı, unvanı: 
Adres: 
Tel:  
Ġmza:Tarih: 
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